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1.1. EL NEUROBLASTOMA 
El neuroblastoma es el tumor sólido extracraneal más frecuente en la edad pediátrica 
con una incidencia anual de 1,1 cada 100000 niños de entre 0 y 14 años. Además, constituye 
hasta el 7% de todos los tumores malignos en pacientes menores de 15 años(1,2). Su presentación 
clínica es muy heterogénea abarcando un amplio espectro de posibilidades: desde los casos 
asintomáticos, hasta la presentación de síntomas sistémicos, neurológicos, urinarios, digestivos 
o de cualquier otro derivado de los órganos afectados. De forma característica, su biología 
molecular influye de forma determinante en su pronóstico, que también varía ampliamente: 
entre los pacientes de curso más favorable, que experimentan una regresión espontánea del 
tumor, hasta los de peor pronóstico con una progresión metastásica incontrolable(3,4). Este 
escenario condiciona que actualmente las tasas de mortalidad en el grupo de pacientes con 
tumores de alto riesgo sean superiores al 60% a pesar de la aplicación de estrategias de terapia 
intensiva multimodal(5,6). En la actualidad, el neuroblastoma supone hasta el 15% de todas las 
muertes por cáncer en la edad pediátrica(7).  
 
1.1.1. Origen del neuroblastoma 
 
El neuroblastoma es un tumor sólido que se origina a partir de las células de la cresta 
neural, estructura embrionaria transitoria cuya diferenciación coincide con el desarrollo del 
tubo neural, que dará lugar al sistema nervioso central (SNC). Estas células provenientes del 
tejido neuroectodérmico, migran a lo largo del embrión en desarrollo y se diferencian en varios 
subtipos celulares como: melanocitos, condroblastos, osteoblastos o células del tejido 
conectivo; así como en células del SNC (neuronas y células de la glía) y sistema nervioso 
periférico (neuronas del sistema nervioso simpático y células de Schwann)(8). En relación a este 
origen embriológico, el neuroblastoma es una neoplasia de la estirpe simpático-adrenérgica 
cuyo origen asienta en las células ganglionares del sistema nervioso periférico simpático en 
cualquiera de sus estructuras. Sin embargo, la mayoría de los tumores primarios se originan en 
el abdomen (> 65%), siendo la glándula suprarrenal la estructura principalmente implicada, 
seguido de la afectación paravertebral abdominal, torácica, cervical o pélvica(9). 
 
1.1.2. Histología tumoral 
 
La histología del neuroblastoma, también influenciada en gran medida por sus 
marcadores genéticos y con implicación pronóstica a su vez, se presenta con diferentes 
características y variabilidad en cuanto al tipo celular, grado de diferenciación y mitosis. De esta 




manera, podemos encontrar tumores compuestos predominantemente por células azules, 
redondeadas y de pequeño tamaño muy inmaduras conocidas como neuroblastos que 
determinan un peor pronóstico o neoplasias con un componente completamente maduro de 
células ganglionares y rico en estroma, en el caso de los ganglioneuromas: los tumores de mejor 
pronóstico (figura 1). En los casos intermedios, se observan células en variables grados de 
diferenciación, con componentes de ambos tipos, como ocurre en los ganglioneuroblastomas o 
neuroblastomas en diferenciación(10).  
 
  
Figura 1. Imágenes correspondientes al estudio histológico mediante microscopía óptica con 
tinción hematoxilina – eosina a un aumento de 20x. Izquierda: histología de un neuroblastoma 
pobremente diferenciado de localización suprarrenal. Derecha: histología de un 
ganglioneuroma maduro de localización torácica. Servicio de Anatomía Patológica, Hospital 
Infantil Universitario Niño Jesús; Dr. Azorín. 
 
En 1984, Shimada H y cols. describieron la primera clasificación que relacionaba los 
hallazgos histopatológicos relativos a: grado de diferenciación del neuroblasto, presencia o no 
del estroma Schwanniano (“neuroblastoma rico o pobre en estroma”), índice de proliferación 
celular (índice mitosis-cariorrexis; MKI, de sus siglas en inglés mitosis-karyorrhexis index), patrón 
nodular y edad, con el pronóstico de la enfermedad. Se establecieron de esta manera dos 
categorías pronósticas(11):  
- Grupo histológico favorable: pacientes <1,5 años de edad, MKI bajo o intermedio y 
tumor diferenciado/parcialmente diferenciado, o pacientes de 1,5 – 5 años con MKI 
bajo y tumor diferenciado. 
- Grupo histológico desfavorable: paciente de cualquier edad con tumores con patrón 
nodular; pobres en estroma y MKI elevado. 
Introducción 
 - 5 - 
Posteriormente, esta clasificación quedó integrada en 1999 en otra más actualizada con 
pequeñas modificaciones, desarrollada por el grupo internacional de expertos: International 
Neuroblastoma Pathology Committee (INPC). En ella, se distribuía a los pacientes con 




Tabla I. Clasificación histológica del neuroblastoma propuesta por el INPC(12). 
 
1.1.3. Marcadores moleculares: MYCN 
 
 Al contrario del elevado índice de mutaciones que se encuentran en los tumores sólidos 
de los pacientes adultos, la frecuencia de mutaciones en el neuroblastoma es especialmente 
baja. Sin embargo, en los últimos 30 años, se han realizado importantes avances en la 
identificación de marcadores biológicos en el neuroblastoma que se asocian a un determinado 
comportamiento clínico y que tienen repercusión en el pronóstico de estos pacientes. Entre 
ellas, la pérdida de heterocigosidad debido a deleciones en el brazo corto del cromosoma 1 (1p), 
la pérdida alélica del brazo largo del cromosoma 11 (11q), ganancia del alelo 17q o hiperploidía 
del ADN(9). Además, los estudios de secuenciación genómica han permitido identificar algunos 
genes con significación biológica en este tipo de tumores, siendo los más destacados: PTPN11, 
ATRX, NRA, N-myc (MYCN) y ALK(13). Entre ellos, destaca MYCN (2p24), un oncogén de la familia 
MYC cuya amplificación aparece hasta en el 20% de los pacientes y que se correlaciona 
estrechamente con una presentación de la enfermedad en estadios más avanzados, 




considerándose un marcador independiente de mal pronóstico(14). Esta asociación fue descrita 
por primera vez en 1983 por Schwab y cols.(15). Se trata de un factor de transcripción que 
controla la expresión de múltiples genes involucrados en procesos de proliferación, crecimiento 
celular, síntesis proteica, metabolismo, apoptosis y diferenciación (figura 2). Su identificación ha 
servido para el desarrollo de modelos preclínicos genéticos de neuroblastoma, mostrando una 
enorme importancia en la investigación y desarrollo de nuevas dianas terapéuticas en pacientes 




Figura 2. Esquema representativo de la estructura de la proteína MYCN y su implicación en la 
regulación de múltiples procesos celulares(16).  
 
1.1.4. Estadiaje del neuroblastoma: INSS e INRGSS 
 
Hasta finales de los años 80 se utilizaron diferentes sistemas de estadiaje del 
neuroblastoma. Los más extendidos eran los sistemas de clasificación del Children´s Cancer 
Study Group (CCSG); el utilizado por el St. Jude Children’s Research Hospital (SJCRH), el Pediatric 
Oncology Group (POG); y el derivado de la clasificación Tumor Node Metastasis (TNM) propuesto 
por la Asociación Internacional Contra el Cáncer (International Union Against Cancer; IUAC). Sin 
embargo, estos sistemas presentaban entre sí diferencias sustanciales en relación, no sólo, al 
valor pronóstico de factores como la resecabilidad del tumor o la afectación linfática 
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contralateral, sino también al grado de respuesta a un determinado tratamiento. Con el objetivo 
de permitir la comparación entre diferentes grupos oncológicos y analizar los resultados en 
cuanto al tratamiento, en 1986 una conferencia de expertos desarrolló el International 
Neuroblastoma Staging System (INSS), que distribuía a los pacientes según una estratificación 
postquirúrgica basada en criterios clínicos, radiológicos y quirúrgicos(17,18). Una de las principales 
desventajas de esta clasificación se basa en que uno de los aspectos más relevantes a tener en 
cuenta para la estadificación de la extensión de la enfermedad locorregional depende del 
procedimiento quirúrgico realizado, un hecho que puede presentar una enorme variabilidad 
entre centros. 
Debido a esta heterogeneidad en la interpretación de los hallazgos intraoperatorios y la 
realización de diferentes procedimientos quirúrgicos, el INSS ha sido sustituido en las últimas 
dos décadas por un sistema de estadiaje que permite la clasificación de los pacientes de forma 
previa a iniciar cualquier tipo de tratamiento.  
En 2005, el International Neuroblastoma Risk Group (INRG) analizó los datos obtenidos 
a partir de 8800 pacientes con neuroblastoma tratados en Europa, Japón, Norteamérica y 
Australia entre 1990 y 2002. En base a este análisis, se han definido los factores de riesgo 
definidos por imagen o IDRFs (por sus siglas en inglés, image-defined risk factors), que junto a 
otros factores como la edad o la extensión de la enfermedad, establecen el sistema de estadiaje 
publicado por Monclair T y cols. en 2009, conocido como INRGSS (por sus siglas en inglés, INRG 




Tabla II. Sistema de estadiaje propuesto por el International Neuroblastoma Risk Group: 
INRGSS(19). 






Tabla III. Factores de riesgo definidos por imagen: Image-Defined Risk Factors (IDRFs)(19). 
 
1.1.5. Clasificación del neuroblastoma según grupos de riesgo 
 
Finalmente, con el objetivo de establecer un consenso para permitir la comparación de 
diferentes tratamientos en ensayos clínicos en todo el mundo, el INRG desarrolló un sistema de 
clasificación utilizando los factores pronósticos con significación clínica y estadística analizados 
en la cohorte de 8800 pacientes comentada previamente. A diferencia de la clasificación 
propuesta por el INPC, el sistema de clasificación del INRG incorpora las alteraciones genéticas 
que han demostrado una significación pronóstica en este tipo de tumores. De esta manera, 
utilizando diferentes combinaciones de siete factores pronósticos estratifica a los pacientes en 
16 grupos pretratamiento (nombrados de la A a la R) según el riesgo (muy bajo, bajo, intermedio 
y alto) en base a diferentes puntos de corte de supervivencia libre de eventos (SLE) (tabla IV)(20). 
Los pacientes con un riesgo muy bajo tienen una SLE a 5 años > 85%, y ésta disminuye a > 75% 
pero es £ 85% para los pacientes de riesgo bajo, £ 75% o ³ 50% para los de riesgo intermedio y 
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es < 50% para los de alto riesgo. Además, en los últimos años, diferentes grupos han comenzado 
a utilizar el término neuroblastoma de ultra-alto riesgo para referirse a un subgrupo de 
pacientes de alto riesgo que presentan una enfermedad refractaria, defunción en los primeros 
18 meses desde el diagnóstico o una SLE del 10-15%(21). Una de las principales razones para 
establecer un consenso en torno a esta definición consiste en identificar pacientes con un peor 




Tabla IV. Esquema de clasificación pretratamiento del International Neuroblastoma Risk Group: 
INRG(20). 
 
1.1.6. Tratamiento actual del neuroblastoma 
 
Hoy en día, el abordaje terapéutico utilizado en los pacientes con neuroblastoma se 
fundamenta en un tratamiento multimodal en función de la clasificación en grupos de riesgo 
(INRGSS) y su consecuente pronóstico.  
Los pacientes con riesgo bajo o intermedio se tratan según el protocolo europeo LINES 
(Low and Intermediate Risk Neuroblastoma Protocol; 2010-021396-81; SIOPEN R NET) cuyos 
objetivos principales consisten en: 1) reducir los regímenes de quimioterapia en los pacientes 
con neuroblastoma de bajo riesgo (L2 sin alteraciones segmentarias cromosómicas) con el fin 
de disminuir la morbilidad y toxicidad asociada, manteniendo unas cifras de supervivencia en 
torno al 100%; y 2) la adición de pautas de tratamiento con radioterapia y ácido retinoico (13-
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cis-RA) en las casos de neuroblastoma de riesgo intermedio (L2, > 18 meses de edad e histología 
de tumor mal diferenciado o indiferenciado), para la consecución de una supervivencia general 
(SG) del 90%.  
Por otra parte, los esquemas de tratamiento de los pacientes con tumores de alto riesgo 
(HR-NB protocols) han cambiado notablemente con la utilización sistemática de altas dosis de 
quimioterapia, el trasplante de progenitores hematopoyéticos (PH) autólogo o la introducción 
de la inmunoterapia (figura 3). Estas nuevas terapias han promovido mejoras en cuanto a la SLE 
en determinados pacientes, pero aún la mortalidad global de este grupo permanece cercana al 
50%, siendo necesarios más avances en el desarrollo de terapias “diana”, dirigidas a los cambios 
celulares o marcadores moleculares involucrados en el mal pronóstico de este grupo de 
pacientes. 
La estrategia actual de tratamiento para los pacientes de alto riesgo incluye una fase de 
inducción con cinco o seis ciclos de quimioterapia asociados al tratamiento quirúrgico cuando 
los IDRFs sean más favorables. Posteriormente, una fase de consolidación con altas dosis de 
quimioterapia, TPH autólogo y radioterapia. Finalmente, una fase de mantenimiento o post-
consolidación con inmunoterapia para tratar la enfermedad mínima residual (EMR)(22).  
 
 
Figura 3. Estrategia de tratamiento para los neuroblastomas de alto riesgo(22). 
 
Con esta intensificación del tratamiento, diferentes estudios han mostrado un aumento 
de la SLE (66 ± 5% vs. 46 ± 5 a 2 años, p = 0,01) y la SG (86 ± 4% vs. 75 ± 5% a 2 años, p = 0,02)(23–
25). Sin embargo, a pesar de esta mejoría, una proporción considerable de pacientes no 
presentará respuesta a los tratamientos convencionales o experimentará una recaída de la 
enfermedad con una SG a 5 años del 20% ± 1%(26).  
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1.1.7. Nuevas estrategias terapéuticas 
 
Dada esta inaceptable mortalidad en la población de pacientes con neuroblastomas de 
alto riesgo, el desarrollo de opciones terapéuticas novedosas supone el reto actual de la 
investigación oncológica en este tipo de tumor. 
Los avances llevados a cabo durante los últimos años en el campo de la biología 
molecular y la secuenciación génica aplicados a los tumores de alto riesgo han permitido ampliar 
nuestro conocimiento acerca de las implicaciones de las alteraciones genéticas existentes en 
estos tumores con el mal pronóstico de estos pacientes. Estos hallazgos han servido de base 
para la identificación de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo, en la actualidad, de 
moléculas y abordajes en estudio con prometedores resultados (figura 4). 
 
1.1.7.1. Dianas génicas 
 
Las alteraciones somáticas más conocidas y mejor estudiadas en el neuroblastoma 
corresponden a la amplificación del oncogén MYCN. Aunque existen dificultades para 
desarrollar mediadores que modifiquen la acción de esta familia de proteínas, se han aislado 
otras posibles dianas moleculares que intervienen en la cascada regulatoria controlada por 
MYCN y se han diseñado inhibidores específicos que podrían mejorar la eficacia de los 
tratamientos actuales(22,27). Dentro de este grupo, encontramos inhibidores de: 
- la familia de proteínas BET, responsables de la unión de histonas acetiladas 
necesarias para la transcripción de genes, 
- la ornitina descarboxilasa (ODC), una enzima involucrada en la síntesis de 
poliaminas, 
- la quinasa Aurora A (AURKA), una quinasa de serina/treonina esencial para la 
estabilización y la protección de la degradación de MYCN por el proteosoma. 
Además, existen otras mutaciones candidatas a ser reguladas con fines terapéuticos. 
Entre ellas encontramos alteraciones en: 
- el receptor de tirosina quinasa ALK (anaplastic lymphoma kinase), que se 
encuentran hasta en el 14% de los neuroblastomas de alto riesgo(28), 
- el receptor de la quinasa B relacionada con la tropomiosina (TrkB), asociadas a 
neuroblastomas de alto riesgo que presentan mayor índice de angiogénesis, 
quimiorresistencia y supervivencia tumoral, y que aparece sobreexpresado hasta en 
el 36% de los pacientes(29). 
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Otras estrategias terapéuticas dirigidas se basan en la radioterapia. El procedimiento 
más establecido utiliza el radioisótopo metaiodobenzilguanidina marcado con iodo-131 (MIBG-
I131) que se dirige al receptor de noradrenalina, sobreexpresado hasta en el 90% de los 
neuroblastomas(30). Existen otras alternativas en desarrollo que se basan en la utilización del 
radioisótopo DOTA-TATE (1,4,7,10 -tetrraazacyclododecane,1,4,7,10 – tetraacetic acid – DOTA; 
Tyr3-octreotate – TATE) un análogo de la somatostatina dirigido contra el receptor de 
serotonina, expresado frecuentemente en tumores neuroendocrinos(31), y cuyo uso podría ser 
efectivo en el tratamiento de tumores que no expresan el receptor de noradrenalina o que 




Las técnicas de inmunoterapia abarcan, principalmente, dos tipos diferentes: los 
anticuerpos monoclonales y las células T con receptores de antígeno quimérico (CAR, de sus 
siglas en inglés chimeric antigen receptor). 
Por un lado, encontramos los anticuerpos monoclonales contra el disialogangliósido 
(GD2). El GD2 es un antígeno glicolipídico de superficie localizado en la membrana celular y que 
interviene en procesos de adhesión y comunicación celular involucrados en diferenciación y 
reparación celular. En condiciones fisiológicas, su expresión está restringida a células del sistema 
nervioso central, neuronas periféricas y melanocitos(32), identificándose también altos niveles 
de GD2 en las células de los neuroblastomas(33). La utilización de anticuerpos monoclonales anti-
GD2 en combinación con factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF, 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor), interleuquina-2 (IL-2) e isotretinoína ha 
demostrado aumentar tanto la SLE a 2 años (66% ± 5% vs. 46% ± 5%; p = 0,01) como la SG a 2 
años (86% ± 4% vs. 75% ± 5%; p = 0,02) en pacientes con tumores de alto riesgo, siendo 
actualmente parte de su tratamiento estándar(22,25).  
Por otra parte, además del desarrollo de anticuerpos monoclonales, en los últimos años 
ha crecido el interés en la posible utilidad de las células T CAR. En este sentido, se han 
desarrollado células T CAR específicas contra GD2 que han demostrado su eficacia al producir 
una remisión completa del tumor en un 27% de los pacientes tratados(34). Estos resultados han 
alentado esta vía de tratamiento y actualmente existen varios ensayos clínicos analizando la 
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Figura 4. Moléculas y abordajes en estudio como nuevas herramientas terapéuticas para el 
tratamiento de los neuroblastomas de alto riesgo(22). 
 
 
1.2. RESPUESTA INMUNE FRENTE AL CÁNCER 
La capacidad inmunogénica de las células tumorales no constituye una idea reciente. 
Los primeros estudios que plantearon esta hipótesis se remontan a principios del siglo XX, 
cuando Paul Ehrlich en su artículo “Sobre el Estado Actual de la Investigación del Carcinoma” 
(1909) propuso la idea del control del sistema inmune sobre el crecimiento de estos tumores(36). 
Sin embargo, debido a la falta de conocimientos y desarrollo de la Inmunología en esa época, 
está línea de investigación quedó abandonada hasta la década de los 50, momento en el que los 
trabajos llevados a cabo por Lewis Thomas relacionados con el rechazo de aloinjertos aportaron 
nuevas evidencias sobre la posible existencia de diferencias antigénicas entre las células sanas 
y las células tumorales. Estos hallazgos supusieron la base para el desarrollo de investigaciones 
posteriores que permitieron la formulación de la hipótesis denominada Vigilancia Inmunológica 
como se describe a continuación(37) . 
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1.2.1. Primeras teorías: la hipótesis de la Vigilancia Inmunológica 
 
Los descubrimientos realizados por George Klein durante la década de los años 60 
mediante trasplante de tumores en modelos murinos pusieron de manifiesto la existencia de 
“antígenos específicos tumorales” que podían desempeñar un papel importante en la 
generación de una respuesta inmune del organismo frente a las neoplasias y, que a su vez, 
podían tener un potencial uso en la prevención y tratamiento de tumores(38). Por otra parte, 
basándose en las investigaciones sobre el rechazo de aloinjertos, Lewis Thomas promulgó la idea 
de que la función del sistema inmune contra el cáncer consistía en proteger al organismo frente 
a la enfermedad neoplásica manteniendo una homeostasis tisular(39). Englobado en este marco 
conceptual, en 1970, Macfarlane Burnet enunció la hipótesis de la Vigilancia Inmunológica en la 
que se planteaba “una necesidad evolutiva de la mayoría de los animales vertebrados de sangre 
caliente, la existencia de mecanismos para la eliminación o inactivación de potenciales células 
mutantes dañinas”, considerando que dichos mecanismos debían ser “de carácter 
inmunológico”(37). En este contexto, los linfocitos actuarían como agentes centinela con 
capacidad para reconocer y eliminar las células transformadas.  
Diferentes experimentos trataron de demostrar esta teoría. Entre ellos, destacan los 
trabajos llevados a cabo por Osias Stutman en ratones “nude” cuyos resultados, sin embargo, 
no demostraron diferencias estadísticamente significativas en la formación de tumores, tanto 
espontáneos como inducidos químicamente, en comparación con ratones wild type(40,41). La falta 
de evidencia científica en relación a estas investigaciones, corroborada por otros grupos de 
trabajo, frenó el desarrollo de esta línea de investigación sobre la Vigilancia Inmunológica en los 
años posteriores. 
 
1.2.2. Inmunoedición del cáncer 
 
Desde los años 80, el campo de la Inmunología ha sufrido un gran avance. El mayor 
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la respuesta inmune, como el 
descubrimiento de las células T natural killer o NK; la constatación de una mayor susceptibilidad 
al cáncer en modelos murinos con disfunciones del sistema inmune; o la evidencia 
epidemiológica procedente de los registros poblaciones sobre la predisposición a desarrollar 
tumores en pacientes inmunodeficientes o inmunodeprimidos, permitieron ampliar el concepto 
propuesto por M. Burnet y ayudaron a establecer una base científica más sólida sobre la idea de 
la Inmunovigilancia en los procesos de carcinogénesis. El retomado interés por esta hipótesis 
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generó nuevas investigaciones sobre las funciones del sistema inmune durante el desarrollo de 
los tumores y sus interacciones con su microambiente en relación a su influencia en la 
eliminación o inactivación del cáncer, mediante el ataque a las células tumorales con mayor 
inmunogenicidad, obviando las menos inmunogénicas y generando un proceso de impresión o 
esculpido. De esta manera, dichos avances sentaron las bases actuales sobre el papel del sistema 
inmune en el control del crecimiento tumoral, iniciados por Gavin Dunn y Robert D. Schreiber a 
partir del año 2002 y que han dado lugar a los conceptos de Inmunoedición y Ciclo Inmunológico 
del Cáncer, vigentes y muy desarrollados en la actualidad (figura 5)(42). 
 Según la teoría de la Inmunoedición, durante los procesos de tumorogénesis, el sistema 
inmune ejercería una función reguladora sobre el crecimiento tumoral según las distintas fases 
de Eliminación, Equilibrio y Escape (procesos conocidos como las “3 Es”). Inicialmente, existiría 
una situación de lucha contra el tumor (estado antitumoral) que, posteriormente podría 
progresar a un crecimiento controlado del tumor para, finalmente, alcanzar una fase de 
progresión tumoral (estado protumoral) de los clones de células tumorales “editados” en 
respuesta a ese ataque inmune en presencia de mecanismos de tolerancia inmune(43).  
En una primera fase, el sistema inmune respondería a las señales de “peligro” e 
inflamatorias del microbambiente tumoral: citoquinas proninflamatorias, moléculas derivadas 
de la muerte celular tumoral y tisular (DAMPs, de sus siglas en inglés damage-associated 
molecular pattern), y moléculas expresadas en la superficie de las células tumorales(44–46). 
De esta manera, mediante el reclutamiento de células de la inmunidad innata como 
células dendríticas, NK, NKT, macrófagos o linfocitos T gd y la liberación de citoquinas 
proinflamatorias e inmunomoduladoras, se establecería un microambiente favorable para el 
desarrollo de una respuesta inmune “memoria” o adaptativa específica, con acción antitumoral 
mediante la expansión de linfocitos CD4+ y CD8+, que daría lugar a la destrucción de las células 
que han sufrido una transformación maligna.  
Los clones tumorales supervivientes entrarían en la denominada fase de Equilibrio, en 
la cual el sistema inmune mantendría al tumor en un estado de latencia. En esta etapa en la que 
las células tumorales no son del todo eliminadas, pero tampoco se aprecia un crecimiento 
tumoral significativo, aparecerían variedades celulares mutadas capaces de evadir al sistema 
inmune. Es la fase de cáncer “durmiente”, favorecida por una respuesta inmunidad adaptativa 
mediante la activación de linfocitos CD4+ y CD8+ y las moléculas IL-12 e INF-g. 
Finalmente, en la fase de Escape, el tumor evadiría el control inmune antitumoral dando 
lugar a una fase de tolerancia en un ambiente de inmunosupresión que permite el crecimiento 
tumoral progresivo local y metastásico.  
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Figura 5. Modelo propuesto por el Dr. Schreiber sobre la inmunoedición del cáncer(43). 
 
Esta situación de tolerancia inmune(47) está mediada por diferentes mecanismos 
moleculares que incluyen la pérdida de antigenicidad tumoral, el incremento de la resistencia a 
los efectos citotóxicos inmunes, el establecimiento de un estado inmunosupresor en el 
microambiente tumoral (tabla V): 
 
Pérdida de antigenicidad tumoral 
- Disminución de la expresión de antígenos tumorales. 
- Ausencia de expresión de proteínas del CMH tipo I. 
- Imposibilidad del procesamiento intracelular de los epítopos. 
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Incremento de la resistencia a los efectos citotóxicos 
- Inducción de inhibidores apoptóticos (BCL-2). 
- Aumento de factores de transcripción pro-oncogénicos (STAT3). 
- Expresión de moléculas de superficie destructoras de células T citotóxicas (PD-L1 
o FasL). 
Establecimiento de un estado inmunosupresor en el microambiente tumoral 
- Producción de citoquinas inmunosupresoras (VEGF, IL-10, TGF-b e IDO). 
- Incremento de poblaciones células inmunosupresoras (células Treg, MDSCs y 
macrófagos con fenotipo M2) con efector inhibidor sobre los linfocitos T 
antitumorales. 
- Aumento de moléculas inhibidoras de la activación y expansión de los linfocitos 
(CTLA-4) o de la acción citotóxica de las células inmunes en el lecho tumoral (PD-
1; PD-L1; LAG-3). 
 
Tabla V. Mecanismos de tolerancia inmune en los fenómenos de crecimiento tumoral. 
 
Este ambiente inmunosupresor tiene un efector inhibidor de la función de los linfocitos 
T específicos anti-tumorales(48–50); y constituye un complejo modelo de interacciones en los 
puntos clave de los procesos de inmunomodulación del cáncer (“check points”) (51–55). 
 
Figura 6. Escape tumoral: mecanismos celulares y moleculares de tolerancia inmunológica(55).  
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1.2.3. Infiltrado inmune intratumoral: los Linfocitos Infiltrantes de Tumor 
 
En la última fase de escape, el tumor contiene un complejo infiltrado celular que incluye 
células hematopoyéticas, estromales y endoteliales. El infiltrado inmune se compone de 
diversos tipos de linfocitos, células NK, células dendríticas, macrófagos y neutrófilos(56). Dentro 
de estas poblaciones, destaca principalmente la presencia de macrófagos (de los subtipos 
M0/M1/M2) y células T ab (que incluyen células CD4+ memoria, CD4+ reguladoras, CD4+ 
auxiliares foliculares y CD8+ efectoras). El infiltrado por células B, monocitos, células dendríticas, 
NK, células T gd y mastocitos es minoritario, mientras que neutrófilos y eosinófilos aparecen de 
manera variable(57). 
Los primeros datos sobre la existencia de leucocitos en muestras de tumor datan del 
año 1863, de las descripciones del patólogo alemán Rudolf Virchow. Inicialmente, se pensó que 
estas células presentes en procesos inflamatorios crónicos podían favorecer la aparición del 
cáncer. Sin embargo, en los años posteriores, diferentes estudios epidemiológicos e 
investigaciones en modelos preclínicos demostraron una correlación positiva entre la 
infiltración tumoral por estas células y un pronóstico favorable, dando lugar al concepto del 
papel protector del sistema inmune como mecanismo de defensa contra el cáncer(58,59). Wallace 
Clark en 1969 definió los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs: tumor-infiltrating lymphocytes) 
como aquellas células del sistema inmune involucradas en la respuesta del huésped contra el 
cáncer(60,61). 
Los TILs constituyen una población heterogénea de células T ab que incluyen 
subpoblaciones CD4+ y CD8+ (reguladoras y efectoras) y células NK, que forman junto con otros 
tipos celulares como macrófagos, células dendríticas y MDSCs el infiltrado tumoral. Las células 
T antitumorales presentan de forma característica una mayor expresión de moléculas 
inhibidoras junto a una disminución de la expresión de receptores de citoquinas, lo que conlleva 
una pérdida de la producción de citoquinas efectoras, representativo del denominado estado 
de “agotamiento” de las células T en el microambiente tumoral(59,62). Actualmente, los TILs se 
han identificado no sólo en los tumores primarios, sino también en ganglios linfoides y 
metástasis a distancia de diferentes tipos de cáncer(60,61). 
De esta manera, es conocido que los TILs CD4+ y CD8+ expresan niveles de PD-1 mayores 
que las células T de la sangre periférica y de los tejidos normales y que esta expresión aumentada 
de PD-1 en las células T antitumorales contribuye a la alteración de la respuesta inmune frente 
al cáncer(63). Además, estas células también presentan niveles altos de CTLA-4, LAG-3, TIM-3, 
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Figura 7. Perfil fenotípico de los TILs. En morado se representa una célula T con las diferentes 
moléculas inhibidoras: PD-1, CTLA-4, LAG3 y TIM3(59). 
 
La asociación entre la presencia de TILs y una supervivencia mayor en pacientes con 
cáncer frente aquellos que presentaban tumores sin este infiltrado fue reconocida por Maccarty 
en 1922(65). Tras la demostración por el Dr. Rosenberg del potencial terapéutico de estas células 
en ratones durante los años 80(66), una gran cantidad de estudios clínicos en humanos 
confirmaron la presencia de TILs en tumores resecados con capacidad de reconocimiento 
específico contra células tumorales autólogas(67). Esto se ha traducido en que la presencia de 
linfocitos, especialmente células T, se ha identificado como un factor de buen pronóstico en 
muchos cánceres como el melanoma, cáncer de mama, de ovario, linfomas, diferentes subtipos 
de tumores de cabeza y cuello, pulmón, esófago o carcinoma urotelial(57). Además, recientes 
estudios en melanoma, el tumor más ampliamente investigado en este campo, han mostrado 
por secuenciación de nueva generación (NSG, del inglés next-generation sequencing) que este 
infiltrado compuesto por subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ basa su especificidad en el 
reconocimiento de neoantígenos tumorales. Estos neoantígenos podrían tratarse de 
alteraciones genómicas codificadas por las células tumorales como péptidos mutados por 
sustitución de aminoácidos que son presentados por moléculas del MHC(68).  
Toda esa evidencia científica apoya que la respuesta inmune desarrollada en el tumor 
en la fase de eliminación promueve el infiltrado por células que interaccionan entre ellas para 
organizar y controlar una defensa antitumoral antígeno específica. Un modelo posible de estas 
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interacciones defiende que los TILs podrían reconocer dichos neoantígenos y activarse en 
estructuras linfoides terciarias en la vecindad de los tumores debido al estado inflamatorio que 
produce el propio tumor. De esta manera, se generarían células efectoras y memoria que 
podrían migrar a órganos linfoides secundarios, circular por la sangre periférica con el objetivo 
de controlar la diseminación de células tumorales o migrar a las metástasis en desarrollo(57).  
Por último, como hemos visto previamente, los TILs son disfuncionales dentro del 
microambiente tumoral debido a la expresión de múltiples proteínas inhibidoras como CTLA-4 
(CD152), PD-1 (CD279), TIM-3 y LAG-3(69). Estas moléculas nos permiten reconocer por 
citometría de flujo a los TILs y son la base del actual abordaje terapéutico mediante inhibidores 
de las proteínas de control o checkpoint. 
 
1.2.4. TILs en el tratamiento contra el cáncer: la terapia celular adoptiva 
 
 En 1964 el Dr. P. Alexander publicó el primer trabajo acerca de la utilización de TILs en 
el tratamiento del cáncer en ratas(70). Nacía así el concepto conocido actualmente como terapia 
celular adoptiva (ACT, del inglés adoptive cell therapy). Sin embargo, la falta del conocimiento 
suficiente para aislar y expandir dichas células impidió el uso de éstas como terapia hasta los 
años 80. El trabajo del Dr. S. Gillis publicado en 1977 estableció las bases para el cultivo de 
TILs(71), pero, sin embargo, fueron los resultados del Dr. Steve Rosenberg los que abrieron el 
camino para la utilización de los TILs como herramienta terapéutica al desarrollar un método de 
expansión in vitro de linfocitos aislados de muestras tumorales de ratones al cultivarlos con IL-
2, que podían utilizarse de forma eficaz para el tratamiento del cáncer avanzado en ratones(66). 
De esta manera, en 1988 el grupo del Dr. Rosenberg comunicó los resultados de un ensayo 
clínico en fase I en el que trató a 12 pacientes con tumores refractarios de diferentes tipos 
histológicos con TILs obtenidos a partir de metástasis resecadas y cultivados con altas dosis de 
IL-2. De los 12 pacientes, dos presentaron respuesta al protocolo que incluía la infusión de TILs 
junto con IL-2, demostrando por primera vez el papel terapéutico de los TILs(72).  
 En líneas generales, podemos dividir el desarrollo de la ACT en tres generaciones (figura 
8)(73). Una primera fase en la que se utilizaron linfocitos T policlonales con baja especificidad, 
seguido de una segunda fase en la que se comienzan a usar TILs con una gran especificidad por 
las células tumorales, pero que requieren de un complejo proceso para su obtención para, 
finalmente, en la última fase mediante la aplicación de ingeniería genética producir células T 
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Figura 8. Generaciones de ACT mediante la utilización de células T(73). 
 
1.2.4.1. IL-2, células NK y LAK 
 
En una primera fase, el descubrimiento del papel de la IL-2 como estimulador de sistema 
inmune promovió la búsqueda de mediadores celulares que permitieran la regresión tumoral. 
La utilización de células NK y LAK (lymphokine-activated killer) en combinación con IL-2 
constituyó el primer abordaje de ACT, pero debido a su falta de especificidad demostró una 
efectividad limitada(74–76).  
 
1.2.4.2. TILs, clones de células T primadas por APC y células T citotóxicas 4-1BB  
 
Posteriormente, el reconocimiento de los TILs como mediadores específicos 
antitumorales más potentes que las células LAK llevó a explorar la utilización de dichas células 
como ACT. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosos ensayos clínicos, principalmente 
en melanoma, en los que se han explorado las mejores condiciones para optimizar los resultados 
de este tratamiento (tabla VI)(77). 
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Tabla VI. Experiencia clínica en la utilización de ACT con TILs en tumores sólidos(77). 
 
La experiencia clínica acumulada ha permitido clarificar una serie de aspectos 
relacionados con el resultado del tratamiento con TILs: 
- Un régimen preparatorio que genere una linfodepleción muy profunda en el 
paciente es necesario para mejorar los índices de respuesta(78). 
- El número total de TILs infundidos y el número total de linfocitos T citotóxicos (CD8+) 
infundidos son factores directamente asociados a la respuesta clínica(79). 
- El periodo de tiempo de cultivo ex vivo de los TILs debe ser el más corto posible(80). 
Existen todavía controversias no resueltas sobre el papel de otros factores relacionados 
con los TILs y la respuesta clínica: 
- Es desconocido el rol de los linfocitos T CD4. Algunos trabajos han sugerido un 
posible papel negativo. Un ensayo clínico en el que se eliminaron los TILs CD4 del 
inóculo no mostró mejores resultados(81), aunque la eliminación de los linfocitos CD4 
no distinguió entre los CD4 reguladores y los CD4 efectores. 
- Algunos autores han relacionado el estado de diferenciación de los TILs con la 
respuesta, pero los resultados son dispares entre grupos. No todos los trabajos han 
relacionado el inmunofenotipo con la funcionalidad, por lo que estos resultados no 
son comparables en todos los casos, y es posible que los marcadores clásicos de 
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diferenciación de los linfocitos T no se correspondan fielmente en el caso de los TILs 
cultivados con dosis muy altas de IL-2 durante varias semanas. 
- No se conoce el papel de la administración de IL-2 tras la infusión de los TILs, la dosis 
y pauta óptimas, ni tan siquiera si es absolutamente necesaria(82). 
 Además, existen otras formas de ACT con células T naturales obtenidas de sangre 
periférica como son la generación de clones de células T antígeno-específicos antitumorales 
mediante su co-cultivo con células presentadoras de antígeno (APC, de sus siglas en inglés 
antigen presenting cells) pulsadas con péptidos(83) o tras selección y expansión de células T 
citotóxicas 4-1BB(84). La principal desventaja de la generación de clones específicos mediante 
estas dos últimas técnicas consiste en el reconocimiento de un único antígeno diana, por lo que 
su eficacia es menor respecto a la terapia con TILs en la que los linfocitos T son capaces de 
reconocer múltiples antígenos(73). En cuanto a los TILs, aunque son sensibles a una mezcla de 
diferentes antígenos tumorales y, por tanto, tienen una mayor eficacia, los protocolos actuales 
de ACT contemplan la necesidad de obtener tejido tumoral como fuente de los mismos, lo que 
conlleva procedimientos quirúrgicos invasivos(73).  
 
1.2.4.3. Células T CAR y TCR 
 
Dada la dificultad para aislar y expandir un número suficiente de TILs para su utilización 
como ACT, se han desarrollado estrategias de inmunoterapia basadas en la modificación 
genética de células T para reconocer células tumorales por vía del receptor de la célula T (TCR, 
de sus siglas en inglés T cell receptor) o por adición de un CAR. Los TILs reconocen antígenos 
peptídicos específicos de las células tumorales presentados por APC en el contexto de moléculas 
del MHC y determinados segmentos de la región hipervariable de la subunidad b del TCR. Este 
reconocimiento produce una activación de los TILs, generando una expansión clonal de 
linfocitos única y específica contra diferentes antígenos asociados a tumor (TAAs, de sus siglas 
en inglés tumor-associated antigens)(85). Los TCR son clones de linfocitos T que se dirigen contra 
dianas tumorales específicas pero cuya acción está restringida por el MHC y tan sólo permite 
reconocer antígenos peptídicos. Por el contrario, los CAR se componen de un anticuerpo 
derivado de un fragmento variable de cadena única (scFv, de sus siglas en inglés single chain 
variable fragment), lo cual le confiere la especificidad, asociado a la cadena V del CD3. Esta 
estructura permite el reconocimiento de antígenos no peptídicos y es independiente de la 
presentación por el MHC(86). 
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1.2.5. Los TILs y la terapia celular adoptiva en el tratamiento del neuroblastoma 
 
Actualmente, existe una amplia evidencia de la presencia de una respuesta inmune 
antígeno específica frente al cáncer(36–39,42,43,57). En el caso del neuroblastoma, los primeros 
indicios de la existencia de esta respuesta inmune fueron reportados por I.E. Hellström y 
Alexander H. Bill a finales de los años 60 al demostrar la presencia de leucocitos en tumores 
primarios de neuroblastoma y comprobar que los linfocitos obtenidos de estas muestras 
tumorales de niños con neuroblastoma inhibían la formación de colonias de células 
neuroblásticas(87–89). Sin embargo, la caracterización fenotípica y funcional de los TILs en este 
tumor no fue estudiada hasta casi 30 años después. Por un lado, el grupo del Dr. Vito Pistoia 
describió la presencia de TILs tanto CD4 como CD8 obtenidos de tumores de pacientes, con 
capacidad de expresar IFNg, IL-4, IL-5, TNFa, IL-8, IL-10, de expandirse en cultivo con IL-2 y con 
actividad citotóxica frente a líneas tumorales(90). Por otra parte, otro estudio corroboró la 
capacidad citolítica de los TILs frente a células tumorales de neuroblastoma(91). Además, la 
presencia intratumoral de estas células linfoides en una muestra extensa de niños con 
neuroblastoma se asoció con un pronóstico más favorable(92). Sin embargo, los primeros 
intentos llevados a cabo para su utilización y aplicación clínica obtuvieron resultados negativos 
al mostrar que los TILs presentaban una pobre viabilidad y especificidad con la consecuente 
dificultad para expandir estas células en un momento en el que la tecnología se encontraba en 
sus fases más preliminares(93). Este hecho provocó el abandono de esta vía de investigación en 
favor de otras estrategias de inmunoterapia para el tratamiento de tumores sólidos pediátricos 
como son las células T CAR, TCR o la ACT con células NK asociada a anticuerpos monoclonales 
antiGD2(86,94,95). Sin embargo, actualmente existe una mejor caracterización inmunofenotípica 
de los TILs, con un aumento del conocimiento acerca de su capacidad funcional y una 
optimización de las técnicas para su identificación, aislamiento y expansión. Además, la terapia 
con TILs ha demostrado su efectividad terapéutica en el melanoma, con unas tasas de curación 
completa a más de 5 años del 20%(96), en una enfermedad mortal con cualquier otro 
tratamiento. Sin embargo, a pesar de compartir un origen embriológico común con los 
melanocitos, son escasos los trabajos publicados actualmente que hayan investigado el 
potencial terapéutico de los TILs en el caso del neuroblastoma. 
 
1.2.6. Avances recientes en el uso de TILs: la biopsia líquida 
 
Una de las razones de la falta de desarrollo en el uso de TILs para el tratamiento de 
tumores sólidos como el neuroblastoma es que para aislar y expandir estas células se requiere 
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de procedimientos invasivos para la obtención de tejido tumoral(86). Así como en pacientes con 
melanoma metastásico el acceso a lesiones primarias o metastásicas no representa una 
limitación, en el caso de otros tumores se necesita de un procedimiento quirúrgico para obtener 
dicho material de partida, muchas veces en un paciente que se encuentra en malas condiciones 
para la agresión que supone una intervención quirúrgica. Además, al tratarse de tratamientos 
experimentales, sin poder garantizar un resultado positivo, muchas veces es difícil justificar 
dicho acto quirúrgico. La búsqueda de fuentes alternativas para la fabricación de esta terapia 
es, por tanto, muy necesaria. En los últimos años, la comprobación de la existencia de TILs 
circulantes en sangre periférica en pacientes con tumores sólidos ha abierto la posibilidad de 
evitar procedimientos quirúrgicos para obtener el material de inicio para la fabricación de esta 
terapia(97–102). El trabajo llevado a cabo por Gros y cols. demostró la posibilidad de aislar linfocitos 
T antitumorales de la sangre de pacientes con melanoma mediante la identificación de células 
PD1+ circulantes(99). Este hallazgo ha sido confirmado en otros tumores gastrointestinales o en 
el carcinoma de pulmón no microcítico (CPNM)(97,98,103,104). Aunque dicha subpoblación 
constituye una escasa proporción de los linfocitos circulantes, no cabe duda de la potencialidad 
de esta vía no sólo para el aislamiento, expansión y posterior reinfusión de estas células como 
ACT, sino también como una fuente de información para el estudio e identificación de linfocitos 
T frente a antígenos específicos tumorales mediante secuenciación masiva del TCR, 
proporcionando de esta manera un método no invasivo alternativo a los procedimientos 
quirúrgicos necesarios actualmente (figura 9)(105,106). 
 
 
Figura 9. Representación de la hipótesis de la “biopsia líquida”: escenario en el que a partir de 
una muestra sanguínea se podrían aislar clones de linfocitos T antitumorales mediante estudio 
de las subpoblaciones PD-1+ circulantes en sangre periférica(106). 
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2.1. JUSTIFICACIÓN 
En la actualidad, existe aún un elevado porcentaje de pacientes pediátricos con 
neuroblastomas de alto riesgo con mal pronóstico que presentan resistencia a los tratamientos 
disponibles con múltiples fármacos quimioterápicos y diferentes esquemas de radioterapia. Es 
por ello que son muy necesarias opciones terapéuticas novedosas que eviten a estos pacientes 
un desenlace infausto. La aparición de nuevas estrategias de inmunoterapia como la ACT para 
el tratamiento de tumores sólidos se presenta como una nueva opción terapéutica que podría 
mejorar los resultados de esta población. Aunque existen numerosos ensayos clínicos en 
tumores típicos de la edad adulta como, por ejemplo, el melanoma, son pocas las vías que han 
explorado su potencial terapéutico en tumores infantiles. 
El grupo del Dr. Ramírez Orellana ha desarrollado varios proyectos para el tratamiento 
del cáncer infantil utilizando diferentes estrategias de inmunoterapia, incluyendo TILs, con 
resultados prometedores. Sin embargo, en el caso del neuroblastoma, un tumor retroperitoneal 
de difícil acceso, la obtención de muestras tisulares para la recuperación de este tipo celular 
inmune requiere de procedimientos invasivos quirúrgicos. Por ello, la posibilidad de que estas 
células circulen en la sangre periférica, como se ha demostrado en otros tumores, abre la puerta 
a evitar estas intervenciones y con ello disminuir la morbilidad a la que están sometidos estos 
pacientes. No obstante, este componente celular supone un porcentaje muy pequeño del total 
del conjunto leucocitario en la sangre.  
En este trabajo, desarrollamos un modelo murino con la finalidad de comprobar la 
existencia de TILs circulantes específicos contra el neuroblastoma y conocer si la aplicación de 
protocolos de movilización de PH podría aumentar este componente celular en la sangre 
periférica para servir como fuente de dichas células para su utilización en el desarrollo de 
terapias avanzadas de inmunoterapia.  
 
2.2. HIPÓTESIS 
La utilización de un protocolo de movilización de PH con factor estimulante de colonias 
de granulocitos (Neupogen®) aplicado a un modelo animal consistente en ratones 
inmunocompetentes portadores de neuroblastoma permitiría aumentar la proporción de TILs 
en sangre periférica. 
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2.3. OBJETIVOS 
2.3.1. Objetivos principales 
 
- Establecer un modelo murino de neuroblastoma con mutación MYCN en el que poder 
estudiar la presencia de TILs en sangre periférica. 
- Evaluar si protocolos de movilización de PH de uso clínico aumentan la movilización de 
TILs desde el tumor a la sangre periférica. 
 
2.3.2. Objetivos secundarios   
 
- Identificar clones de linfocitos T circulantes y TILs mediante secuenciación de la región 
variable de la subunidad b del TCR, que permita su seguimiento anatómico en animales 
con neuroblastoma. 
- Establecer las condiciones óptimas de cultivo de linfocitos de ratón 129/SvJ para su 
purificación y expansión in vitro.  
- Analizar si la movilización de TILs a sangre periférica es funcionalmente relevante como 
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3.1. MODELO EXPERIMENTAL DE NEUROBLASTOMA EN RATONES 
INMUNODEFICIENTES: CIRCULACIÓN DE TILs POR EL ORGANISMO 
3.1.1. Animales de experimentación   
 
Utilizamos ratones (Mus musculus) macho de 12 semanas inmunodeficientes NOD scid 
gamma, que carecen de linfocitos B y T, así como de células NK, y presentan ausencia de ciertas 
citoquinas y defectos del sistema inmune innato(107). En estos experimentos generamos un 
modelo de ratón inmunodeficiente para estudiar la posibilidad per se de los linfocitos infiltrantes 
de tumor (TILs) de desplazarse por el organismo sin interferencias del sistema inmune 
adaptativo. En segundo lugar, quisimos comprobar si la aplicación de protocolos clásicos de 
movilización a sangre periférica en humanos mejoraba esta posibilidad teórica. 
Dichos animales se compraron al laboratorio Jackson (Bar Harbor, Maine, EE. UU.). Su 
cría y mantenimiento se llevo a cabo en la sala de animales inmunodeficientes de las 
instalaciones del Servicio del Animalario del Centro de Investigaciones Energéticas, 
Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT) con Número de Registro 28079-21 A, siguiendo y 
cumpliendo todos los estándares y recomendaciones establecidos para el cuidado y 
mantenimiento de animales utilizados para experimentación y otros fines científicos según la 
Federación Europea de Asociaciones de Laboratorio de Animales en la Ciencia (FELASA, de sus 
siglas en inglés, Federation of European Laboratory Animal Science Associations). Se mantuvo a 
los ratones en condiciones controladas de aire filtrado a través de filtros HEPA, humedad relativa 
(55 ± 15%) y temperatura (20 ± 2 °C), con ciclos luz/oscuridad de 12 horas, alimentación ad 
libitum con pienso y bebida con agua irradiada con luz ultravioleta con al menos, 4 partes por 
millón de cloro residual libre. 
Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el OEBA (Órgano para 
Evaluar el Bienestar Animal) en CIEMAT y el Departamento Regional de Madrid de Medio 
ambiente, con referencia PROEX 186/15. 
 
3.1.2. Línea celular de neuroblastoma 
 
Para la generación de neuroblastomas en el modelo experimental inmunodeficiente se 
seleccionó la línea celular de neuroblastoma 36769 (NB36769) proveniente de ratones 129/SvJ, 
con el mismo fondo genético, portadores de neuroblastoma con una mutación del oncogén 
MYCN que condiciona la amplificación del mismo por medio de la presencia del promotor de la 
tirosina hidroxilasa de rata (TH-MYCN)(108). Dicha línea fue cedida por el Profesor Louis Chesler, 
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oncólogo y responsable del Paediatric Solid Tumour Biology and Therapeutics del Institute of 
Cancer Research’s Clinical Studies Division en The Royal Marsden Hospital de Londres.  
Las células tumorales se cultivaron en suspensión con medio DMEM:F12 (1:1) (GibcoTM), 
suplementado con 1xB27 sin vitamina A (GibcoTM), mFGF 40 ng/ml (R&D Systems®), mEGF 20 
ng/ml (R&D Systems®) y penicilina-estreptomicina 1% (Gibco®) en estufa a 37 °C y 5% CO2. Las 
células tumorales, también denominadas neuroesferas por su configuración en forma de esferas 
cuando se cultivan in vitro en suspensión (figura 10), se mantuvieron en frascos de cultivo 
(EasyFlaskTM, Thermo Fisher Scientific) a niveles de subconfluencia con renovación del medio 




Figura 10. Neuroesferas de la línea celular NB36769 en cultivo in vitro en suspensión.  
 
3.1.3. Implante subcutáneo de neuroesferas a ratones NOD scid gamma 
 
El procesamiento de los cultivos celulares para la realización del implante en los ratones 
huéspedes se realizó con el objetivo de obtener suspensiones unicelulares. Para ello, se 
recogieron los cultivos y se centrifugaron a 900 r.p.m. a temperatura ambiente, durante 5 
minutos. Se añadió tripsina 1x (TrypLETM Select, GibcoTM) al pellet resultante y se incubó a 37 °C, 
durante 3 minutos. Tras detener la acción de la enzima por dilución con medio, se recentrifugó 
la muestra a 1200 r.p.m. a temperatura ambiente, durante 5 minutos. El pellet resultante se 
resuspendió en medio DMEM:F12 (50%) no suplementado para su contaje con cámara de 
Neubauer a una dilución 1/2. Finalmente, se prepararon suspensiones celulares de 1x106 
neuroesferas en 50 µl de medio no suplementado. 
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Dichas suspensiones se inyectaron en el tejido celular subcutáneo a nivel de la región 
dorsal derecha de cada ratón utilizando agujas de 25 G x 5/8”.  
 
3.1.4. TILs provenientes de ratones inmunocompetentes portadores de neuroblastoma 
con la mutación TH-MYCN 
 
Se inocularon, en la misma región donde se realizó la inyección de las células tumorales, 
suspensiones celulares con 1 x 105 TILs específicos de la misma línea celular (NB36769), 
obtenidos de neuroblastomas generados mediante el modelo de trasplante ortotópico en 
ratones 129/SvJ inmunocompetentes(109). 
 
3.1.5. Movilización de TILs por el organismo en el modelo inmunodeficiente 
 
Se inició un protocolo de movilización con Neupogen® (Amgen Europe B.V.) 10 
µg/kg/dosis cada 12 horas, hasta un total de 10 dosis en 5 días, mediante inyección subcutánea 




El sacrifico se realizó tras completar el protocolo de movilización. Inicialmente, bajo 
anestesia general con ketamina a 50 ng/g de peso, se realizó la exanguinación del animal 
mediante punción cardiaca o sección de la vena axilar en bolsón cutáneo. Tras la exanguinación 
se completó la eutanasia del animal mediante dislocación cervical. Mediante laparotomía 
transversa supraumbilical izquierda se extirpó el bazo. 
 
3.1.7. Procesamiento de las muestras de sangre periférica 
 
Se obtuvieron entre 200 y 500 µl de sangre por cada animal. Todas las muestras se 
conservaron, para su transporte, junto con 50 µl de EDTA 0,5 M, a temperatura ambiente.  
El contaje de linfocitos se realizó en cámara de Neubauer con Türk (Merck KGaA) a una 
dilución 1/10. 
Para la lisis del componente eritrocitario se utilizó solución lisante de hematíes sin 
lavado (QuiclysisTM, Cytognos) a temperatura ambiente, en oscuridad, durante 10 minutos. Las 
muestras fueron centrifugadas a 1500 r.p.m. a temperatura ambiente, durante 5 minutos. 
Después de eliminar el sobrenadante, se repitió por segunda vez este procedimiento para 
minimizar al máximo la contaminación por glóbulos rojos. Posteriormente, las células fueron 
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lavadas con PBS dos veces y centrifugadas. Tras ello, el pellet resultante se resuspendió en PBS 
para su estudio por citometría de flujo (FACSCantoTM II, Becton Dickinson). 
 
3.1.8. Procesamiento del bazo 
 
Tras la esplenectomía, se mantuvieron las muestras tisulares en tubos cónicos para 
centrífuga (FalconTM, Thermo Fisher Scientific) con 10 ml de HBSS 1X (CorningTM, Thermo Fisher 
Scientific).  
Los bazos fueron procesados mediante disgregación mecánica sobre un filtro de 40 µm 
en tubos cónicos con 30 ml de PBS para la suspensión celular. Se realizó el contaje en cámara de 
Neubauer con Türk a una dilución de 1/10. Finalmente, se utilizó la muestra procesada para su 
estudio por citometría de flujo. 
 
 
3.2. MODELO EXPERIMENTAL DE NEUROBLASTOMA EN RATONES 
INMUNOCOMPETENTES: MOVILIZACIÓN DE TILs A SANGRE PERIFÉRICA 
3.2.1. Animales de experimentación   
 
Se utilizaron ratones (Mus musculus) hembra de 12 semanas wild type (WT) de la 
sublínea 129/SvJ, una cepa de ratones especialmente utilizada en la construcción de ratones 
knockout, que se caracteriza por tratarse de una cepa consanguínea cuyos individuos de color 
blanco son idénticos genéticamente. Esta isogenicidad o igualdad genética permite el 
intercambio de tejidos como puede tratarse de células del sistema inmune o células tumorales 
gracias a la histocompatibilidad entre animales singénicos, una característica imprescindible en 
la creación del modelo experimental que planteamos(110).   
Dichos animales se obtuvieron del repositorio del National Cancer Institute (Frederick, 
Maryland, EE. UU.). Su cría y mantenimiento se llevó a cabo en las instalaciones del Servicio del 
Animalario del CIEMAT con Número de Registro 28079-21 A, siguiendo y cumpliendo todos los 
estándares y recomendaciones establecidos para el cuidado y mantenimiento de animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos según FELASA. 
Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el OEBA (Órgano para 
Evaluar el Bienestar Animal) en CIEMAT y el Departamento Regional de Madrid de Medio 
ambiente, con referencia PROEX 186/15. 
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3.2.2. Implante de neuroesferas a ratones WT 129/SvJ 
 
Para generar un modelo de neuroblastoma en ratones inmunocompetentes, se 
implantaron suspensiones celulares de 4x105 neuroesferas en 30 µl de medio no suplementado 
mediante inyección ortotópica en la glándula suprarrenal, la localización más frecuente en los 
niños. 
La intervención quirúrgica se llevó a cabo bajo anestesia general mediante inyección 
intraperitoneal de ketamina a 50 ng/g de peso. Se utilizó analgesia con buprenorfina 0,15 ng/g 
de peso, intraperitoneal. Como reversor anestésico postquirúrgico se inyectó 
intraperitonealmente atipamezol a 2,5 ng/g de peso(111). Los ratones fueron colocados sobre una 
manta eléctrica durante la intervención para evitar la hipotermia y se aplicó protección ocular 
mediante colirio oftálmico.  
El procedimiento quirúrgico se basó en un abordaje transperitoneal a través de 
laparotomía transversa supraumbilical izquierda. Una vez se accedió a la cavidad peritoneal, se 
evisceró el intestino delgado, la cámara gástrica y se desplazó medialmente el bazo para exponer 
la región suprarrenal izquierda. Se realizó la inyección ortotópica de la suspensión unicelular de 
neuroesferas a una concentración de 4x105/30 µl mediante aguja de 25 G x 5/8”, 
comprobándose la formación de un habón. En casos de sangrados capilares puntiformes en el 
mesenterio o la pared abdominal, se realizaron ligaduras con suturas absorbibles de 7/0. Tras 
confirmar la ausencia de complicaciones intraoperatorias como hemorragias o lesiones de 
órganos abdominales, se procedió al cierre de la pared abdominal en dos planos utilizando 
suturas absorbibles de 5/0 para el plano muscular y suturas absorbibles de 6/0 para el plano 
cutáneo (figura 11)(109). 
La vigilancia postoperatoria inmediata se realizó en la cubeta sobre una manta térmica 
comprobando la recuperación de los animales. La monitorización clínica postquirúrgica hasta el 
sacrificio se basó en la comprobación del estado fisiológico y la supervivencia de los animales 
cada 3 días. Se mantuvo a los ratones en condiciones controladas de aire filtrado a través de 
filtros HEPA, humedad relativa (55 ± 15%) y temperatura (20 ± 2 °C), con ciclos luz/oscuridad de 
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Figura 11. Implante ortotópico de neuroesferas en ratones inmunocompetentes. A) Posición del 
ratón y exposición del campo quirúrgico. B) Inyección a nivel de la glándula suprarrenal 
izquierda.  
 
3.2.3. Movilización de TILs a sangre periférica en el modelo experimental 
 
A las 3 semanas del implante de las neuroesferas, se aplicó en los ratones del grupo de 
intervención un protocolo de movilización de TILs basado en la utilización de G-CSF. En una 
primera fase, el protocolo se basó en la utilización de Neupogen® a 10 µg/kg/dosis en un 
volumen de 100 µl, cada 12 horas, durante 5 días, mediante inyección subcutánea con aguja de 
25 G x 5/8” en ambos flancos abdominales, de forma alterna (en adelante, protocolo de 
movilización a bajas dosis). Posteriormente, aumentamos la dosis de Neupogen® a 250 
µg/kg/dosis siguiendo el mismo esquema de tratamiento (1 dosis subcutánea cada 12 horas, 
durante 5 días) y lo denominamos, protocolo de movilización a altas dosis. En la última fase, se 
realizaron los experimentos utilizando bombas osmóticas (Alzet®) con Neupogen® a una 
concentración de 0,3 mg/ml por cada bomba con un volumen total de 100 µl. Dichas bombas 
contienen una dosis equivalente al protocolo de movilización con dosis altas de Neupogen® 
realizado mediante inyecciones subcutáneas (250 µg/kg/dosis) y consta de una duración similar 
de 5 días (protocolo a altas dosis con bomba osmótica)(112). Para su colocación se realizó una 
incisión en la región lumbar baja y se introdujeron a través de la misma dos bombas en cada 
animal, localizándolas en el plano subcutáneo a nivel dorsal (figura 12). Tras su colocación se 
suturó la herida con sutura no absorbible de 6/0. 
A 
B 
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El sacrifico se realizó a las 4 semanas del implante de las neuroesferas y tras 5 días del 
comienzo del protocolo de movilización en los animales de dicho grupo. Inicialmente, bajo 
anestesia general con ketamina a 50 ng/g de peso, se realizó la exanguinación del animal 
mediante punción cardiaca o sección de la vena axilar en bolsón cutáneo. Tras la exanguinación 
se completó la eutanasia del animal mediante dislocación cervical. Los tumores se recuperaron 
a través de un abordaje similar por la laparotomía previa mediante extirpación de la glándula 
suprarrenal izquierda. 
 
3.2.5. Procesamiento de las muestras de sangre periférica 
 
Las muestras de sangre periférica se procesaron de forma similar a lo expuesto en el 
apartado 3.1.6. Adicionalmente, se congelaron en seco alícuotas de las muestras procesadas 
para el aislamiento de ADN. 
 
3.2.6. Procesamiento de las muestras tumorales 
 
Tras la exéresis tumoral se mantuvieron las muestras tisulares en tubos cónicos para 
centrífuga con 10 ml de HBSS 1x.  
Los tumores fueron procesados mediante disgregación mecánica con bisturí hasta 
obtener la textura de un puré. Posteriormente, se realizó una digestión enzimática en tubos 
cónicos de 15 ml con medio RPMI-1640 (GibcoTM) suplementado con colagenasa D (Roche) 1 
mg/ml y DNAasa (Pulmozyme®, Roche) 2500 U, a 37 °C con rotor, durante 45 minutos. La 
digestión enzimática fue inactivada con FBS y las suspensiones celulares filtradas a través de un 
filtro de 40 μm (FalconTM, Thermo Fisher Scientific). Se centrifugaron las muestras a 1500 r.p.m. 
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durante 5 minutos, a temperatura ambiente. El pellet resultante se lavó dos veces y se 
resuspendió en 30 ml de PBS pH 7,2 (GibcoTM). Se realizó el contaje celular en cámara de 
Neubauer con Türk a diferentes diluciones según la densidad celular. Tras ello, se congelaron 
alícuotas en tubos eppendorf de suspensiones celulares en seco para el aislamiento de ADN. El 
resto de la muestra procesada se utilizó para el estudio por citometría de flujo. 
 
3.3. SECUENCIACIÓN DEL REPERTORIO DE TCR  
3.3.1. Purificación de ADN de sangre periférica y muestras tumorales 
 
Se purificó el ADN de suspensiones unicelulares congeladas de las muestras de sangre y 
tumor provenientes de 6 ratones 129/SvJ WT TH-MYCN trasplantados con neuroesferas 
NB36769. Tres de estos ratones habían sido sometidos a un protocolo de movilización con altas 
dosis de Neupogen®. 
Se utilizó el kit QIAamp DNeasy para sangre y tejidos (Qiagen N.V.), siguiendo las 
instrucciones del fabricante (figura 13)(113). En resumen, se realizó la lisis celular y se unió el ADN 
a una membrana. De esta manera, mediante centrifugación de las muestras en varios pasos de 
lavado, se eliminaron los contaminantes. Finalmente, se eluyó el ADN en agua libre de ARN, 
quedando preparada la muestra para su utilización. 
 
3.3.2. Concentración del ADN purificado 
 
Se concentró el ADN purificado mediante precipitación con una mezcla de etanol 100% 
a 2,5 volúmenes y acetato de sodio 3 M. Tras añadir la mezcla a la muestra de ADN y 
homogeneizar con agitador vórtex, se incubó durante 1 hora a -20 °C. Seguidamente, se 
centrifugó a 13000 r.p.m. a 4 °C, durante 10 minutos. Tras aspirar el sobrenadante, el pellet 
resultante se lavó con etanol 70%. Se volvió a centrifugar a 13000 r.p.m. a 4 °C, durante 10 
minutos. Posteriormente, se decantó el sobrenadante y se dejó secar boca abajo sobre papel 
secante. Finalmente, se resuspendió el pellet en 10 μl de agua libre de RNA. 
 
3.3.3. Control de calidad de las muestras de ADN 
 
Se comprobó la pureza de las muestras de ADN tras cada paso mediante 
espectrofotometría de UV visible (NanoDrop®, Thermo Scientific) según la relación de 
absorbancias A260/A280, considerándose una pureza óptima de ADN a los valores entre 1,8 y 2,0. 
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Además, se midió la relación A260/A230 para conocer la existencia de contaminantes, 
considerando su presencia cuando dicho ratio fue <1,5. 
Finalmente, se calculó la concentración de ADN en la muestra según el valor de 




Figura 13. Esquema de purificación de ADN mediante mini columnas (Qiagen N.V.)(113).  
 
3.3.4. Inmunosecuenciación de la región TCR-β 
 
Se prepararon las muestras de ADN según las indicaciones de la “Guía de preparación 
de muestras de ratón” del servicio immunoSEQ® (Adaptive Biotechnologies) para la realización 
del ensayo de inmunosecuenciación de resolución profunda para sangre y células T(115).  
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La inmunosecuenciación de la región TCR-β por Adaptive Biotechnologies Corp. (Seattle, 
WA, USA) se llevó a cabo en el ADN de 3 muestras pareadas de tumor y sangre periférica de 
ratones en los que no se aplicó ningún tratamiento y en 3 muestras pareadas de tumor y sangre 
de ratones en los que se realizó movilización con Neupogen®.  
En resumen, el ADN se amplificó según una PCR múltiple en dos pasos en la cual la 
primera PCR amplificó la región CDR3 de los genomas de las células T y la segunda PCR añadió 
secuencias adaptadoras compatibles con Illumina®, desarrollador de inmunosecuenciación de 
nueva generación. La secuenciación fue realizada usando Illumina® y los datos fueron analizados 
utilizando el Analizador immunoSEQ® (Adaptive Biotechnologies)(116). 
 Los resultados se expresaron como los 10 clones más frecuentes, es decir, el % del total 
de patrones de células T originadas por las 10 secuencias más frecuentes (figura 14)(117). Se 
realizaron diagramas de dispersión log10 del número de clonotipos compartidos en las muestras 
pareadas de tumor y sangre periférica de cada ratón para comparar los dos grupos 
experimentales, con el objetivo de conocer si existió movilización de TILs a sangre periférica al 





Figura 14. Esquema de la amplificación de la región CD3 del TCR a partir de ADN genómico por 
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3.4. INMUNOFENOTIPO MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Se realizaron análisis mediante citometría de flujo de las muestras de sangre periférica, 
bazo y/o tumor de los ratones en los diferentes experimentos con el objetivo de determinar la 
composición de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y detectar la presencia de células 
PD1+. 
 
3.4.1. Citometría de flujo en los experimentos con ratones inmunodeficientes 
 
Se incubaron al menos 1x105 células de las muestras procesadas de sangre periférica y 
bazo con los anticuerpos monoclonales CD45.1, CD45.2, CD3, CD4, CD8, PD1, 7-AAD 
(Biolegend®) en un volumen de 100 μl con PBS, durante 20 minutos a 4 °C y en oscuridad (tabla 
VII). 
 
FITC PE PE/Cy7 PerCP-Cy5.5 APC APC/Cy7 PB 
CD45.2 CD45.1 CD3 7-AAD CD8 PD1 CD4 
 
Tabla VII. Panel de citometría de flujo utilizado en los experimentos con ratones 
inmunodeficientes. 
 
3.4.2. Citometría de flujo en los experimentos con ratones inmunocompetentes 
 
Se incubaron al menos 1x105 células de las muestras procesadas de sangre periférica y 
tejido tumoral con los anticuerpos monoclonales CD45.2, CD3, CD4, CD8, PD1 y 7-AAD en un 
volumen de 100 μl con PBS, durante 20 minutos a 4 °C y en oscuridad (tabla VIII). El anticuerpo 
monoclonal CD4 se utilizó en PE o PB según el experimento. 
 
FITC PE PE/Cy7 PerCP-Cy5.5 APC APC/Cy7 PB 
CD45.2 CD3 CD4 7-AAD CD8 PD1 CD4 
 





Manuel Leónidas Espinoza Vega. Tesis Doctoral 
 
 
- 44 - 
3.5. CULTIVOS IN VITRO DE LINFOCITOS T MURINOS 
3.5.1. Cultivo de esplenocitos de ratones 129/SvJ   
 
Para la obtención de esplenocitos, se sacrificaron ratones 129/SvJ mediante inhalación 
con CO2 y se extrajo el bazo por medio de una laparotomía transversa izquierda. Las muestras 
tisulares se transportaron en tubos cónicos con 10 ml de PBS. 
Se realizó una disgregación mecánica sobre un filtro de 40 µm en tubos cónicos con 30 
ml de PBS para la suspensión celular. Se utilizó Türk a una dilución de 1/10 para el contaje de 
leucocitos con cámara de Neubauer. Posteriormente, se separaron alícuotas con 1 x 106 células 
blancas que se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 
Finalmente, los pellets resultantes se resuspendieron en medio RPMI-1640 suplementado con 
FBS 10%, penicilina-estreptomicina 0,5% (GibcoTM) y diferentes concentraciones de IL-2 humana 
(Proleukin®, Novartis) o murina recombinante (StemcellTM). Como control de la expansión se 
utilizó fitohemaglutinina (PHA) 5 μg/ml (Sigma-Aldrich), un conocido estimulador inespecífico 
de la proliferación de células T.  
Se sembraron las células en placas p24 (Falcon®, Becton Dickinson) que se mantuvieron 
en cultivo a 37 °C y 5% CO2. Se observaron diariamente para comprobar la aparición de “rosetas” 
(forma típica de proliferación del cultivo de linfocitos en humanos)(118). Cada 4 días se refrescó 
el medio suplementado. 
Se analizó la supervivencia de la población de linfocitos T por citometría de flujo 
mediante el anticuerpo monoclonal 7-AAD y la expansión según los marcadores de superficie 
CD45 y CD3 (Biolegend®) a los 3, 6 y 14 días o a los 5, 7 y 12 días, según las condiciones 
empleadas. 
 
3.6. CO-CULTIVOS IN VITRO DE NEUROESFERAS NB36769 Y TILs 
3.6.1. Obtención de TILs de sangre periférica  
 
Tras exanguinación de los ratones se mantuvieron las muestras sanguíneas en tubos 
eppendorf con 50 µl de EDTA 0,5 M, a temperatura ambiente.   
La lisis del componente eritrocitario se llevó a cabo tal como se describe en el apartado 
3.1.6. Tras ello, se filtró la suspensión celular resultante a través de un filtro de 0,2 µm 
(Acrodisc®, Sigma-Aldrich) y el contaje de linfocitos se realizó en cámara de Neubauer con Türk 
a una dilución 1/10.  
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Posteriormente, se procedió a la purificación de la suspensión celular con la fracción 
linfocitaria para suprimir el componente naïve (expresan CD62L). Para ello, se realizó una 
separación inmunomagnética negativa o depleción mediante microesferas MACS® (Magnetic-
activated cell sorting) selectivas para CD62L de ratón (Miltenyi Biotec). Esta técnica se basa en 
el uso de anticuerpos específicos anti-CD62L unidos a la superficie de unas esferas 
superparamagnéticas formadas por óxido de hierro y dextranos que marcan las células que 
expresan dicho antígeno, como son las células T naïve. La separación se lleva a cabo haciendo 
pasar la muestra a través de una columna que contiene una matriz compuesta de esferas 
ferromagnéticas. Cuando se coloca la columna sobre un imán, se crea un campo magnético de 
gran intensidad que retiene en la columna las microesferas y, por tanto, las células unidas a ellas 
a través de los complejos antígeno-anticuerpo, mientras que las células no marcadas fluyen a 




Figura 15. Esquema de una selección negativa o depleción de células mediante microesferas 
MACS® (Miltenyi Biotec)(119). 
Se usaron las microesferas para ratón CD62L (L-selectina) (Miltenyi Biotec) y una 
solución tampón compuesta por PBS pH 7,2 con BSA al 0,5% y EDTA 2 mM.  
La suspensión celular obtenida previamente se centrifugó a 300xg durante 10 minutos. 
Tras retirar el sobrenadante, el pellet resultante se resuspendió en la solución tampón, 
siguiendo las recomendaciones del fabricante, a una dilución de 90 µl por cada 107 células. 
Seguidamente, se añadieron 10 µl de microesferas CD62L (L-selectina) por cada 107 células. La 
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mezcla se incubó durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, se lavaron las 
células con 1 ml de solución tampón por cada 107 células y se centrifugaron a 300xg durante 10 
minutos. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 500 µl de solución tampón por cada 108 
células, quedando preparada la suspensión celular para su separación. 
Para ello, utilizamos el MACS® Separator con columnas LS (Miltenyi Biotec). Se lavaron 
previamente las columnas con 3 ml de solución tampón, antes de aplicar la suspensión celular. 
Tras ello, se recogió la fracción eluida y se realizaron hasta tres lavados con 3 ml de cada 
columna. Finalmente, se retiraron las columnas del campo magnético y se recolectó la fracción 
deplecionada por separado mediante la ayuda de un émbolo. 
 
3.6.2. Marcaje de los linfocitos con CFSE   
 
La fracción celular deplecionada (CD62L-) se contó nuevamente con Türk. Estas células 
se marcaron con el kit de proliferación celular CFSE (CellTraceTM, Thermo Fisher Scientific) en 
PBS a 37 °C con una concentración de CFSE 2 µM por cada 106 células, según las indicaciones 
del fabricante. La suspensión celular obtenida tras las incubaciones se lavó y resuspendió en 
medio RPMI-1640 para su cultivo. 
 
3.6.3. Ensayo funcional de proliferación de los TILs frente a neuroesferas   
 
Las suspensiones celulares obtenidas de ambos grupos (no movilizados vs movilizados) 
se cultivaron con neuroesferas NB36769 en placas p96 de fondo U (Falcon®, Becton Dickinson) 
con 200 µl de medio RPMI-1640 suplementado con FBS 10%, penicilina-estreptomicina 0,5% e 
IL-2 humana a 50 UI/ml a dos ratios diferentes de 1:1 y de 1:10 (neuroesferas:linfocitos) por 
duplicado. 
 
3.6.4. Citometría de flujo   
 
Se realizó un contaje celular con Türk a una dilución 1:2 y análisis por citometría de flujo 
a las 24, 48 y 72 horas.  
Se incubaron las células de los co-cultivos con los anticuerpos monoclonales CD3 y 7-
AAD (Biolegend®) en un volumen de 100 μl con PBS, durante 20 minutos a 4 °C y en oscuridad. 
Se analizó la dilución de CFSE para estimar la proliferación de la población linfocitaria frente al 
estímulo de las neuroesferas. 
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3.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Los datos se recogieron en hojas de cálculo EXCEL (Microsoft, Office 2010) y se realizaron 
los análisis estadísticos utilizando el programa SPSS software package (SPSS Inc.).  
La presentación de los valores cuantitativos se muestra con los métodos estadísticos 
descriptivos de la media y desviación estándar. La distribución de variables categóricas se 
describió por medio de frecuencias absolutas y relativas. La representación gráfica de estas 
variables se hizo mediante el uso de gráficos de barras. 
Para comparar los resultados cuantitativos entre grupos se utilizó el test de Kruskal-
Wallis debido al limitado número de casos experimentales. Las comparaciones entre variables 
cualitativas se realizaron con test exacto de Fisher, según el mismo criterio. Los resultados se 
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4.1. INYECCIÓN DE LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMOR (TILs) EN RATÓN 
INMUNODEFICIENTE PARA EL ANÁLISIS DE LA CIRCULACIÓN LINFOCITARIA POR EL 
ORGANISMO  
En un estudio piloto, se utilizaron tres ratones macho NOD scid gamma, carentes de 
linfocitos T autólogos. En dos de ellos se inyectó una suspensión celular de células NB36769 en 
el tejido celular subcutáneo tal como se describe en Material y Métodos. De forma simultánea, 
se obtuvieron muestras tumorales de ratones inmunocompetentes generadas mediante el 
modelo de trasplante ortotópico(109). A partir de estas muestras, se aislaron los linfocitos 
presentes en el tumor mediante el procedimiento descrito en el apartado de Material y Métodos 
para el procesamiento de las muestras tumorales. Las células obtenidas se mantuvieron en 
condiciones de cultivo in vitro con medio RPMI-1640 suplementado con FBS 10% y penicilina-
estreptomicina 0,5%. Al octavo día postinyección, se recogieron las suspensiones celulares que 
contenían los TILs cultivados y se inocularon en los tres ratones. Al sexto día postinóculo, en uno 
de los ratones se inició un protocolo de movilización con bajas dosis de Neupogen®. Se 
exanguinaron los ratones y se sacrificaron al 19º día de experimento, obteniéndose muestras 
de sangre periférica y bazo, pero no se observó tejido tumoral en la localización subcutánea 
donde se había inyectado la suspensión celular (figura 16). 
 

















        
 
                
 
G-CSF (NEUPOGEN®) 








        
 
Figura 16. Esquema indicativo del experimento con ratones NOD scid gamma 
inmunodeficientes.  
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4.1.1. LA SUBPOBLACIÓN PRINCIPAL DE LINFOCITOS EN SANGRE PERIFÉRICA TRAS LA 
INYECCIÓN DE TILs EN EL RATÓN INMUNODEFICIENTE CORRESPONDE A LINFOCITOS T CD4 
 
Mediante el estudio de citometría de flujo según el panel descrito en el apartado de 
Material y Métodos, se comprobó que el mayor número total de linfocitos T en sangre periférica 
lo presentaba el ratón control, mientras que en el ratón que recibió Neupogen® la cifra de los 
mismos era superior a la del ratón en el que no se aplicó dicho protocolo (2,7%, 1% y 3,2%, 
respectivamente) (figura 17). El análisis de las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica 
de cada ratón, demostró que el componente principal de linfocitos T estaba formado por 
linfocitos CD4 (83,1%, 86,1% y 19,9%, respectivamente) siendo a su vez positivos para PD1 el 0,4 
y el 0,3% para el ratón control y para el ratón no movilizado, respectivamente. Sin embargo, en 
el caso del ratón que recibió el protocolo de movilización el porcentaje de linfocitos T positivos 




Figura 17. Componente linfocitario en la sangre periférica de los ratones inmunodeficientes NOD 
scid gamma tras la inyección de TILs (número total de células/ml). 
 
 Por el contrario, no se identificaron linfocitos CD8 positivos en el ratón movilizado ni en 
el ratón control, mientras que en el ratón con tumor no movilizado el porcentaje de los mismos 
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Figura 18. Subpoblaciones linfocitarias T por citometría de flujo en la sangre periférica de los 
ratones NOD scid gamma tras la inyección de TILs. 
 
4.1.2. LA SUBPOBLACIÓN DE LINFOCITOS QUE EXPRESAN EL MARCADOR PD1 ES MAYOR EN EL 
BAZO QUE EN SANGRE PERIFÉRICA TRAS LA INYECCIÓN DE TILs EN EL RATÓN 
INMUNODEFICIENTE 
 
Al analizar el infiltrado linfocitario del bazo, observamos que el porcentaje de linfocitos 
T es similar en el ratón control y en el no movilizado (20,9% y 20,4%), mientras que es 
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Figura 19. Componente linfocitario T en el bazo de los ratones inmunodeficientes tras la 
inyección de TILs (número total de células/ml). 
 
Cuando analizamos las subpoblaciones linfocitarias en el bazo, encontramos que existe 
un mayor porcentaje de linfocitos T PD1 positivos que en sangre periférica en los tres animales. 
Los linfocitos T PD1+ incluyen células circulantes pertenecientes a la población de TILs que se 
localizan en el microambiente tumoral(63,64,120). Este porcentaje es mayor en el ratón control 
(6,5%) y disminuye en los ratones portadores de tumor siendo más bajo en el ratón movilizado 
(4,3%) frente al no movilizado (6,2%). En los tres casos, la subpoblación de linfocitos T positivos 
para PD1 está compuesta por linfocitos CD4, sin que se identifiquen linfocitos PD1 positivos 
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Figura 20. Subpoblaciones linfocitarias T por citometría de flujo en el bazo de los ratones NOD 
scid gamma tras la inyección de TILs. 
 
4.2. MOVILIZACIÓN DE LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMOR (TILs) EN EL RATÓN 
INMUNOCOMPETENTE 
Una vez comprobada la existencia de circulación de linfocitos T sugerentes de 
pertenecer a la subpoblación TILs por el organismo del ratón inmunodeficiente, nuestro 
siguiente objetivo consistió en confirmar dicha circulación en el animal inmunocompetente y 
comprobar si es posible aumentar la proporción de TILs en sangre mediante protocolos de 
movilización basados en la utilización de G-CSF. 
Para ello, basándonos en el modelo de trasplante ortotópico de neuroblastoma en 
ratones inmunocompetentes descrito en el apartado de Material y Métodos, dividimos a 8 
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ratones hembra 129/SvJ WT trasplantadas en dos grupos de 4 animales: un grupo A (no 
movilizado), en el que no se realizó ninguna intervención además del trasplante; y el grupo B 
(movilizado) en el que se aplicó el protocolo de movilización a bajas dosis a las 3 semanas 
postrasplante (figura 21). En la 4ª semana postrasplante, se exanguinaron los ratones y se 





(n = 4) 
RATONES 
MOVILIZADOS 




   
G-CSF (NEUPOGEN®) 
10 µg/kg/12 horas 





Figura 21. Esquema indicativo del desarrollo del experimento en ratones inmunocompetentes 
mediante trasplante ortotópico de neuroblastoma para movilización de TILs. 
 
4.2.1. LA MOVILIZACIÓN CON G-CSF DE LINFOCITOS T A SANGRE PERIFÉRICA EN EL RATÓN 
INMUNOCOMPETENTE ES DOSIS DEPENDIENTE 
Cuando analizamos los niveles de linfocitos T en sangre periférica mediante el marcador 
de superficie CD3, observamos que la utilización de un protocolo de movilización con G-CSF a 
dosis de 10 µg/kg/dosis, cada 12 horas durante 5 días, no aumenta el valor de los mismos. 
Obtuvimos una media de 1238531,25 linfocitos T en sangre periférica (30,9%) en los ratones no 
movilizados, frente a una media de 837412,5 células (27,8%) en los ratones que fueron 










Figura 22. Niveles de linfocitos T en sangre periférica tras movilización con G-CSF a 10 
µg/kg/dosis cada 12 horas, durante 5 días.  
En relación a los niveles de linfocitos T en el tumor, observamos un aumento de la 
infiltración por estas células en las muestras obtenidas de los animales movilizados, de tal 
manera que la media en los animales movilizados fue de 1236375 linfocitos T (0,7%), mientras 
que en los ratones no movilizados fue de 210187,5 (0,15%), siendo esta diferencia no 






Figura 23. Niveles de linfocitos T intratumorales tras movilización con G-CSF a 10 µg/kg/dosis 
cada 12 horas, durante 5 días.  
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Ante la obtención de los resultados expuestos, nos planteamos la necesidad de 
incrementar las dosis de G-CSF para conseguir la movilización del reservorio de linfocitos T en el 
animal inmunocompetente. Decidimos utilizar el protocolo de movilización a altas dosis de 
Neupogen® (250 µg/kg/dosis cada 12 horas, inyección subcutánea, durante 5 días) en un 
experimento similar con 4 ratones. 
Al comparar los niveles de linfocitos T en sangre periférica entre los tres grupos (A, no 
movilizado o control; B, movilizado con dosis bajas de G-CSF; C, movilizado con dosis altas de G-
CSF), obtuvimos que el grupo en el que se aplicó un protocolo de movilización a altas dosis, 
presentó un mayor valor absoluto promedio de linfocitos T (2093500 ± 617939,53 células; 
22,7%), respecto al grupo movilizado con bajas dosis (837412,5 ± 328291 células; 27,8%) y al 
grupo control (1238531,25 ± 643732,51 células; 30,95%) (p = 0,059) (figura 24). 
 
Figura 24. Niveles de linfocitos T en sangre periférica tras movilización con G-CSF. Grupo A 
(control), control; B (G-CSF 10), movilizado con dosis bajas de G-CSF (10 µg/kg/dosis); C (G-CSF 
250), movilizado con dosis altas de G-CSF (250 µg/kg/dosis).   
Por otra parte, al estudiar los niveles de linfocitos T en la masa tumoral, obtuvimos que 
el protocolo de movilización con altas dosis de G-CSF generaba un mayor infiltrado linfocitario 
T en el tumor (2106312,5 ± 1326234,1 células) respecto a los otros dos grupos (bajas dosis: 
1236375 ± 1226331,8 células; control: 210187,5 ± 118031,31), pero esta diferencia no era 
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Figura 25. Niveles de linfocitos T intratumorales tras movilización con G-CSF. Grupo A (control), 
control; B (G-CSF 10), movilizado con dosis bajas de G-CSF (10 µg/kg/dosis); C (G-CSF 250), 
movilizado con dosis altas de G-CSF (250 µg/kg/dosis).   
Analizando las características del componente linfocitario en la sangre periférica en el 
grupo movilizado con altas dosis de G-CSF, vemos que de la proporción de linfocitos CD3 
positivos (24%) la mayoría se tratan de CD4 (77,4%), siendo también positivos para PD1 (59%). 
Por otra parte, se recuperan también linfocitos CD8 positivos (4,5%) para PD1, aunque éstos 
representan una subpoblación muy pequeña en el repertorio total (0,9%) (figura 26).  
  
  
Figura 26. Características por citometría de flujo del componente linfocitario en la sangre 
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Sin embargo, cuando observamos el infiltrado linfocitario de las muestras tumorales, el 
componente CD3 positivo supone tan sólo un 0,75%, siendo mayoritariamente CD4 positivo 
también para PD1 (58,45%). Por el contrario, la fracción de linfocitos CD8 tan sólo supone un 
0,1% del total de leucocitos (7,4% de la fracción de CD3) en las muestras en que se identifica y 




Figura 27. Características por citometría de flujo del infiltrado linfocitario T intratumoral tras 
movilización con G-CSF a altas dosis. 
 
4.3. IDENTIFICACIÓN DEL REPERTORIO DE CÉLULAS T INFILTRANTES DE TUMOR EN EL 
NEUROBLASTOMA Y SU MOVILIZACIÓN A SANGRE PERIFÉRICA 
Con el objetivo de profundizar en el conocimiento del repertorio de los linfocitos 
infiltrantes de tumor contra el neuroblastoma y confirmar su movilización a la sangre periférica 
realizamos un análisis mediante secuenciación masiva de la región variable de la subunidad b 
del TCR. 
En este estudio, se evaluó el repertorio del TCR de TILs y linfocitos circulantes 
provenientes de 6 neuroblastomas generados a partir de trasplante ortotópico de neuroesferas 
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NB36769 en ratones hembra 129/SvJ WT TH-MYCN y de la sangre periférica correspondiente a 
cada animal. En tres de ellos, se realizó a las 3 semanas postinjerto la movilización de linfocitos 
mediante el protocolo a altas dosis. Las muestras fueron recogidas y procesadas de forma similar 
para todos los animales a las 4 semanas postinjerto. La extracción del ADN se realizó de 
suspensiones celulares congeladas sin purificación previa de los linfocitos de muestras de sangre 
periférica y tumor para cada animal utilizando el kit QIAamp DNA (Qiagen) como se describe en 
Material y Métodos. Se realizó una secuenciación masiva del TCR-β (Adaptive Biotechnologies) 
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ANÁLISIS DE LA REGIÓN CDR3 DEL TCR-b 
 
Figura 28. Esquema indicativo del desarrollo del experimento en ratones inmunocompetentes 
mediante trasplante ortotópico de neuroblastoma para análisis de la región CDR3 del TCR-b. 
4.3.1. EXISTENCIA DE UNA DISTRIBUCIÓN CLONAL ESPECÍFICA DE LOS LINFOCITOS T EN LAS 
MUESTRAS TUMORALES 
Inicialmente, analizamos los 10 clones más frecuentes (% total de patrones celulares T 
originados de las 10 secuencias más frecuentes) en las muestras tumorales y de sangre periférica 
de los ratones no movilizados. Observamos que los 10 clones más frecuentes constituían el 
11,09% ± 2,83% del repertorio del TCR mientras que en la sangre periférica dicha proporción 
tan sólo representaba el 1,59% ± 0,59% (p = 0,024). Estos resultados sugieren un 
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enriquecimiento de clonotipos (secuencias de aminoácidos) específicos dentro del tejido 
tumoral (figuras 29 y 30).  
Destaca en el análisis de las muestras tumorales que los 10 clones más frecuentes 
corresponden a una menor proporción del repertorio del TCR en los ratones en los que se aplicó 
el protocolo de movilización con G-CSF correspondientes a las muestras T10, T11 y T12 (2,27% 
± 1,03%) frente a los ratones que no fueron movilizados (11,09% ± 2,83%) (p = 0,325) (figura 
29). Sin embargo, no se observa una correspondencia de dicho hallazgo en las muestras 
pareadas de sangre periférica (figura 30), lo que podría sugerir un aumento del infiltrado 
linfocitario inespecífico intratumoral secundario a la administración de Neupogen®. 
 
Figura 29. Distribución de la clonalidad de los linfocitos T mediante secuenciación profunda de 
la subunidad b del TCR en las muestras tumorales. Grupo no movilizado correspondiente a las 
muestras T02 - T04; grupo movilizado correspondiente a las muestras T10 – T12. En azul se 
muestran los 10 clones más frecuentes; en gris el resto de clones. 
 
Figura 30. Distribución de la clonalidad de los linfocitos T mediante secuenciación profunda de 
la subunidad b del TCR en la sangre periférica. Grupo no movilizado correspondiente a las 
muestras S02 - S04; grupo movilizado correspondiente a las muestras S10 – S12. En azul se 
muestran los 10 clones más frecuentes; en gris el resto de clones. 
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4.3.2. EXISTENCIA DE SECUENCIAS TCR-b COMPARTIDAS ENTRE DIFERENTES MUESTRAS 
TUMORALES EN EL NEUROBLASTOMA 
Cuando investigamos la distribución clonal de las células T en las muestras tumorales, 
encontramos que no existen secuencias comunes para todos los tumores analizados. Sin 
embargo, existen dos secuencias compartidas por tres de las muestras tumorales y cinco por 
dos, representando el 7,64% del repertorio de TCR en todas las muestras (figura 31). La 
existencia de secuencias clonoespecíficas similares en los linfocitos T de diferentes animales que 
comparten los antígenos del MHC sugiere que dichas subpoblaciones de linfocitos T se han 
expandido frente a un antígeno que comparten los diferentes individuos y es presentado por las 
moléculas del MHC. La importancia de dichas secuencias reside en que podrían corresponder 
con clones específicos de tumor contra el neuroblastoma (Tabla IX).  
 
 
Figura 31. Análisis de las secuencias de TCR compartidas entre todas las muestras tumorales.  
  
 
Amino Acid Sum (Productive Frequency) Present In 
CASSQDRGSYEQYF 0,614106 3 
CASSPGQGAGEQYF 3 3 
CASSQNQAPLF 0,195684 2 
CASSQGQSSYEQYF 0,834896 2 
CASSQDWGDEQYF 0,356441 2 
CASSPRTGDYAEQFF 1 2 
CASGDLGGSAETLYF 2 2 
 
Tabla IX. Secuencias compartidas por dos o más de las muestras tumorales que podrían 
constituir clonotipos específicos de TILs contra el neuroblastoma. 
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4.3.3. LA MOVILIZACIÓN CON G-CSF AUMENTA EL NÚMERO DE CLONOTIPOS COMPARTIDOS 
EN LA SANGRE PERIFÉRICA 
Para conocer si existe movilización de TILs a sangre periférica con G-CSF realizamos 
diagramas de dispersión log10 en las muestras pareadas de tumor y sangre periférica de cada 
ratón. Se observó un mayor número de clonotipos compartidos en los ratones que habían 
recibido Neupogen® frente a los que no lo recibieron. Por ejemplo, en el animal 10 observamos 
que existen 1244 secuencias compartidas entre la sangre periférica y el tumor, mientras que 
cuando analizamos los clones más frecuentes en ambas muestras, 4 de ellos son compartidos y 
suponen el 1,16% del repertorio del TCR, lo que podría estar en relación con la habilidad de 
expansión de los clones específicos de tumor y su movilización a sangre periférica (figura 32a).  
Por el contrario, cuando analizamos el ratón 2 en el que no se aplicó Neupogen®, 
encontramos que comparten tan sólo 105 secuencias, de las cuales ninguna forma parte de los 
10 clones más frecuentes (figura 32b).  
Dichos resultados son similares para el resto de muestras pareadas como se muestra en 
los gráficos de secuencias compartidas (figuras 33 a 36, correspondientes a los animales 03, 04, 
11 y 12, respectivamente).   
 
 
Figura 32. Diagramas de dispersión log10 de las secuencias del TCR compartidas entre las 
muestras tumorales y la sangre periférica. En rojo: secuencias identificadas sólo en sangre; en 
azul: secuencias identificadas sólo en el tumor; en morado: secuencias identificadas en ambas 
muestras. La línea negra muestra la regresión lineal. a) relación en el ratón movilizado (ratón 
10); b) relación en el ratón no movilizado (ratón 02). 
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Figura 33. Relación gráfica de las secuencias de TCR compartidas entre la sangre periférica y el 
tumor en el ratón 03, no movilizado.  
 
Figura 34. Relación gráfica de las secuencias de TCR compartidas entre la sangre periférica y el 
tumor en el ratón 04, no movilizado. 
 
Figura 35. Relación gráfica de las secuencias de TCR compartidas entre la sangre periférica y el 
tumor en el ratón 11, movilizado. 
 
Figura 36. Relación gráfica de las secuencias de TCR compartidas entre la sangre periférica y el 
tumor en el ratón 12, movilizado. 
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4.4. FUNCIONALIDAD DE LINFOCITOS CIRCULANTES QUE INCLUYEN TILs EN CULTIVO 
IN VITRO 
Tras confirmar en el modelo murino la existencia de TILs en sangre periférica y observar 
una tendencia positiva a su movilización con altas dosis de G-CSF, quisimos comprobar la posible 
funcionalidad antitumoral de estas células circulantes. Como paso previo, realizamos diferentes 
experimentos para establecer las condiciones de cultivo in vitro de los linfocitos T del ratón. 
Los linfocitos T murinos obtenidos mediante suspensión celular del bazo de ratones 
129/SvJ se cultivaron y expandieron según diferentes protocolos. A diferencia de las rosetas 
características que forman los cultivos celulares de linfocitos humanos, en los cultivos de 
linfocitos de ratón 129/SvJ dichas poblaciones crecieron en agrupaciones sin una forma 
determinada. 
Protocolos establecidos de expansión de linfocitos utilizan la IL-2 para la expansión de 
estas células en cultivo ex vivo. En nuestro caso, dada la falta de bibliografía en relación a la 
expansión in vitro de linfocitos T de ratones 129/SvJ, realizamos experimentos con diferentes 
concentraciones de IL-2 humana con el objetivo de conocer cuál constituía el estímulo más 
eficaz. 
4.4.1. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO IN VITRO DE LINFOCITOS MURINOS 
Con la utilización de IL-2 humana observamos una escasa supervivencia del cultivo, 
siendo la concentración que demuestra un mejor perfil la de 50 UI/ml con una expansión de 1,3 
veces respecto al control con PHA a los 14 días, mientras que es menor para las concentraciones 
de 5 UI/ml (0,33 veces) y 500 UI/ml (0,71 veces) y similar al control para la concentración de 10 
UI/ml (1 vez) (figura 37). 
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Dada la falta de expansión de los cultivos de linfocitos T de ratones 129/SvJ en dichas 
condiciones, decidimos analizar la expansión de los linfocitos in vitro con IL-2 humana e IL-2 
murina recombinante (figura 38). 
 
Figura 38. Evolución temporal de los cultivos de linfocitos T in vitro con diferentes 
concentraciones de IL-2 humana e IL-2 murina recombinante. 
Observamos que la utilización de IL-2 permite la selección de una población CD3+, siendo 
mayor dicha selección para la IL-2 humana a dosis de 50 UI/ml (13,2 %) frente a la IL-2 murina 
(11,5% para 2 ng/ml; 8,9% para 20 ng/ml) y frente al control mediante PHA (7,7%) a los 12 días 
de cultivo (figuras 39 y 40). 
 
Figura 39. Porcentaje de linfocitos CD3 en cultivo in vitro según diferentes concentraciones de 
IL-2 humana o murina recombinante respecto al control con PHA. Control con PHA; mIL2: IL-2 
murina recombinante a 2 ng/ml; mIL20: IL-2 murina recombinante a 20 ng/ml; hIL50: IL-2 
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Figura 40. Evolución de la citometría de flujo de los cultivos in vitro de linfocitos de ratón a los 5 
y a los 12 días. De izquierda a derecha: mIL-2 a 2 mg/ml; mIL-2 a 20 mg/ml; hIL-2 a 50 UI/ml; 
control con PHA. 
 
4.5. CAPACIDAD FUNCIONAL DE LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFÉRICA QUE INCLUYEN 
TILs FRENTE A CÉLULAS TUMORALES 
Finalmente, diseñamos un experimento funcional para detectar y cuantificar la 
presencia de linfocitos T circulantes en sangre periférica que hubieran sido primados contra 
neuroblastoma correspondientes, por tanto, a TILs anti-neuroblastoma. Se establecieron dos 
grupos, cada uno constituido por 4 ratones WT 129/SvJ inmunocompetentes con implante 
ortotópico de neuroblastoma. Tras tres semanas, en el grupo movilizado se aplicó el protocolo 
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Figura 41. Esquema indicativo del experimento para movilización de TILs mediante utilización 
de bombas osmóticas. 
 
Las muestras de sangre periférica fueron procesadas para eliminar el componente 
eritrocitario y se realizó una purificación de la fracción linfocitaria mediante columnas 
magnéticas para suprimir el componente naïve (CD62L) según se describe en Material y 
Métodos. Posteriormente, se marcaron con CFSE y se co-cultivaron con neuroesferas NB36769 
a dos ratios diferentes de 1:1 y 1:10 (neuroesferas:linfocitos).  
 
4.5.1. LA MOVILIZACIÓN CON G-CSF FAVORECE LA PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS T 
CIRCULANTES EN SANGRE PERIFÉRICA QUE INCLUYEN TILs AL CO-CULTIVARLOS CON CÉLULAS 
TUMORALES A UNA RATIO 1:1  
Los cultivos de linfocitos T se valoraron a las 24, 48 y 72 horas mediante citometría de 
flujo en base a la dilución de CFSE. Se observó una mayor proliferación, determinada por una 
mayor fracción de linfocitos T que realizaron dos o más divisiones, en los cultivos celulares 
provenientes de ratones movilizados con Neupogen® cuando se cultivaron a un ratio 1:1 
(neuroesferas:linfocitos) (figura 42). 
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Figura 42. Características por citometría de flujo de la proliferación clonal de linfocitos T 
circulantes en sangre periférica según la dilución de CFSE a las 48 horas en co-cultivos con 
neuroesferas. NO MOV 1:1: cultivos de ratones no movilizados a ratio 1:1; MOV 1:1b: cultivos 
de ratones movilizados a ratio 1:1. 
 
De esta manera, desde el análisis de las primeras 24 horas, se observa que los cultivos 
provenientes de ratones movilizados con un ratio 1:1 mostraron un mayor porcentaje de 
linfocitos T que realizaron dos o más divisiones (7,85%) frente a los cultivos de linfocitos 
circulantes de ratones no movilizados a ratio 1:1 (1,1%), a ratio 1:10 (0,55%) y de ratones 
movilizados a ratio 1:10 (1,6%) (p valor = 0,103) (figura 43). 
  
Resultados 
 - 71 - 
 
Figura 43. Porcentajes de división de los linfocitos T en los co-cultivos con neuroesferas. 
Proporción de linfocitos que no realizaron ninguna división (en rosa); proporción de linfocitos 
que realizaron una división (en verde); y proporción de linfocitos que realizaron dos o más 
divisiones (en naranja). De izquierda a derecha: NM 1:1; NM 1:10; M 1:1; M 1:10. NM: ratones 
no movilizados; M: ratones movilizados. 
Cuando analizamos la evolución de los cultivos a las 48 y 72 horas, se comprueba que 
esta tendencia continúa, pasando el porcentaje de linfocitos que realizaron dos o más divisiones 
de 17,4% a las 48 horas (p valor = 0,103), a 27,9% a las 72 horas en los cultivos de ratones 
movilizados a ratio 1:1. Sin embargo, para los cultivos de ratones no movilizados a ratio 1:1 este 
asciende a 8,9% a las 72 horas; a ratio 1:10 asciende tan sólo a 1,2% y para los cultivos de ratones 
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Figura 44 y 45. Porcentajes de división de los linfocitos T en los co-cultivos con neuroesferas. 
Proporción de linfocitos que no realizaron ninguna división (en rosa); proporción de linfocitos 
que realizaron una división (en verde); y proporción de linfocitos que realizaron dos o más 
divisiones (en naranja). De izquierda a derecha: NM 1:1; NM 1:10; M 1:1; M 1:10. NM: ratones 
no movilizados; M: ratones movilizados. 
 
 
Figura 46. Porcentajes de linfocitos que realizaron dos o más divisiones en los co-cultivos con 
neuroesferas a las 24, 48 y 72 horas (en naranja, de más claro a más oscuro, respectivamente). 
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Estos resultados sugieren que la movilización con un protocolo a altas dosis de G-CSF en 
ratones inmunocompetentes portadores de neuroblastoma promueve un aumento de linfocitos 
circulantes en sangre periférica que contienen TILs contra el neuroblastoma al observar un 
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En 1863, el patólogo alemán Rudolf Virchow describió por primera vez la existencia de 
leucocitos en muestras tumorales. En los años posteriores, diferentes estudios en distintos 
tumores demostraron una correlación entre la infiltración de los tumores por estas células y un 
pronóstico favorable, dando lugar a la idea del papel protector del sistema inmune como 
mecanismo de defensa contra el cáncer(58,59). En 1964 el Dr. P. Alexander publicó el primer 
trabajo acerca de la utilización de TILs en el tratamiento del cáncer en ratas(70). Nacía así el 
concepto conocido actualmente como terapia celular adoptiva. Sin embargo, la falta del 
conocimiento suficiente para aislar y expandir dichas células impidió el uso de éstas como 
terapia hasta los años 80. El trabajo del Dr. S. Gillis publicado en 1977 estableció las bases para 
el cultivo de TILs(71), pero, sin embargo, fueron los resultados del Dr. Steve Rosenberg los que 
abrieron el camino para la utilización de los TILs como herramienta terapéutica al desarrollar un 
método de expansión in vitro de linfocitos aislados de muestras tumorales de ratones al 
cultivarlos con IL-2, que podían utilizarse de forma eficaz para el tratamiento del cáncer 
avanzado en los animales(66).  
En el caso de los tumores infantiles, la caracterización fenotípica y funcional de estas 
poblaciones inmunes está escasamente descrita en la literatura debido a que los primeros 
intentos de simular resultados similares a los obtenidos en tumores de adultos fueron negativos, 
al mostrar una pobre viabilidad y especificidad de los TILs, con la consecuente dificultad para 
expandir estas células en un momento en el que la tecnología se encontraba en sus fases más 
preliminares(93). Este hecho ha conllevado en la actualidad una práctica inexistente experiencia 
de la posible aplicación clínica de los TILs para el tratamiento de tumores sólidos pediátricos en 
favor de otras estrategias de inmunoterapia celular como son las células T CAR o con TCR 
transgénico(86). Sin embargo, en neuroblastoma, el grupo del Dr. Vito Pistoia describió la 
presencia de un infiltrado de TILs tanto CD4 como CD8 obtenidos de tumores de pacientes, con 
capacidad de expresar IFNg, IL-4, IL-5, TNFa, IL-8, IL-10, de expandirse en cultivo con IL-2 y con 
actividad citotóxica frente a líneas tumorales(90). De manera similar, otro estudio demostró la 
capacidad citolítica de TILs obtenidos de pacientes frente a células tumorales de 
neuroblastoma(91). Además, la presencia de infiltrado por estas células linfoides en una muestra 
extensa de niños con neuroblastoma se asoció con un pronóstico más favorable(92). 
Los TILs han demostrado ser una herramienta terapéutica útil en el tratamiento de 
tumores como el melanoma(77). Por otra parte, el auge en los últimos años del conocimiento de 
la respuesta inmune antitumoral con la aparición de diferentes estrategias de inmunoterapia ha 
permitido mejorar el pronóstico de los pacientes con neuroblastomas de alto riesgo(25). Sin 
embargo, a pesar de compartir un origen embriológico común con los melanocitos, son escasos 
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los trabajos publicados actualmente que hayan investigado el potencial terapéutico de los TILs 
en el caso del neuroblastoma. Una de las razones es la dificultad para aislar y expandir estas 
células que requiere, además en este caso, de procedimientos invasivos para la obtención de 
tejido tumoral(86). El material de origen para la fabricación de TILs para ACT en pacientes con 
cáncer es una muestra primaria del tumor o de una metástasis. Si bien, en pacientes con 
melanoma metastásico no supone un procedimiento muy agresivo, en el caso de otros tumores, 
el acceso a lesiones primarias o metastásicas representa una limitación. Se necesita de un 
procedimiento quirúrgico para obtener dicho material de partida, muchas veces en un paciente 
que se encuentra en malas condiciones para la agresión que supone una intervención quirúrgica. 
Además, al tratarse de un tratamiento experimental, sin poder garantizar el resultado positivo 
de todo el proceso, muchas veces es difícil justificar dicho acto quirúrgico. La búsqueda de 
fuentes alternativas para la fabricación de esta terapia es, por tanto, muy necesaria. La 
existencia de TILs circulantes en sangre periférica de pacientes con tumores abre la posibilidad 
de evitar procedimientos quirúrgicos para obtener el material de inicio para la fabricación de 
esta terapia(73,97–102). Según nuestros conocimientos, el abordaje propuesto para aumentar el 
número de TILs en sangre periférica y, de esta manera, generar una fuente alternativa de estas 
células para su utilización en ACT no ha sido descrito previamente(73). 
En este trabajo hemos estudiado la posibilidad de que individuos con neuroblastoma 
presenten TILs circulantes en sangre periférica. Hemos simulado la situación en un modelo 
aceptado de esta enfermedad. Para identificar estas células, hemos utilizados varios criterios 
aplicados a diferentes situaciones experimentales. Por un lado, hemos seguido un criterio 
inmunofenotípico como es la expresión de PD1 en linfocitos T circulantes. El grupo del Dr. 
Rosenberg demostró que en el melanoma las células T PD1+ en sangre periférica contienen 
linfocitos T antitumorales, sugiriendo que se trata de una subpoblación circulante de 
TILs(99,105,106). En esta misma línea, diferentes trabajos han demostrado que la población de 
linfocitos T circulantes que expresan PD-1 contienen linfocitos T antitumorales en otro tipo de 
tumores(104,121–123). El inmunofenotipo de estas células circulantes se caracteriza por ser CD3+, 
con subpoblaciones de CD4+ y CD8+ que expresan además moléculas como PD-1, por lo que 
pueden ser reconocidas mediante el análisis de antígenos de superficie por citometría de 
flujo(63,120,124,125). La implicación pronóstica de los linfocitos T PD1+ en sangre periférica es aún 
desconocida. Los datos obtenidos de la literatura son escasos y arrojan resultados 
controvertidos. Los trabajos existentes realizados en cáncer de pulmón, linfomas, osteosarcoma 
o carcinoma renal presentan resultados contradictorios respecto a la relación entre un aumento 
de la proporción de linfocitos PD1+ y un mejor o peor pronóstico debido principalmente al 
Discusión 
 - 79 - 
pequeño tamaño de las cohortes analizadas, por lo que son necesarios más estudios(97,98,103,126–
130). 
Este es el primer trabajo que analiza la existencia de estas células en la sangre periférica 
de un modelo experimental de neuroblastoma. La existencia de TILs PD1+ circulantes en sangre 
periférica en pacientes con cáncer ha sido escasamente estudiada y no se ha descrito 
previamente en el caso del neuroblastoma(97–102). En los escasos ejemplos existentes en la 
literatura, destaca el trabajo llevado a cabo por Waki K y cols. en CPNM que mostró también un 
componente mayoritario en sangre periférica de linfocitos T CD4+PD1+ con un fenotipo efector-
memoria (CD45RA-CCR7-; en el ratón las células asimilables son aquellas CD62L-). A pesar de que 
existen pocos datos del perfil funcional de los linfocitos T PD1+ en sangre periférica, este trabajo 
sugiere que éstos podrían tratarse de células con capacidad efectora que no sufren un estado 
de agotamiento al disminuir la presencia de PD-L1 en sangre periférica respecto al 
microambiente tumoral(97). De la misma manera, el grupo de Zheng H confirmó en un estudio 
similar esta mayor proporción de linfocitos T CD4+PD1+ en la sangre periférica de pacientes con 
CPNM(98). Por otra parte, estudios realizados en melanoma han confirmado la existencia de un 
infiltrado mayoritario de TILs CD8+PD1+ en las muestras tumorales, siendo minoritarios en 
sangre periférica(63,102). Además, al contrario de lo que ocurre con los linfocitos T CD4+PD1+ de la 
sangre periférica, los TILs CD8+PD1+ muestran un estado de agotamiento con una función 
efectora alterada en probable relación con el incremento de moléculas inhibidoras como PD-L1 
en el microambiente tumoral(63). Una hipótesis posible que podría explicar este escenario 
consistiría en el reclutamiento dentro del tumor de TILs CD8+PD1+, situación que se ha 
confirmado en pacientes que recibieron vacunas peptídicas personalizadas en el caso de cáncer 
de próstata(126). Estos datos se correlacionan con los resultados obtenidos en nuestros 
experimentos, en los que la subpoblación CD4+PD1+ siempre excedió a la de CD8+PD1+, tanto en 
modelo inmunodeficiente con tumor implantado (la única fuente posible de linfocitos T 
circulantes fueron los TILs) como en modelo inmunocompetente portador de neuroblastoma. 
Otro criterio que hemos utilizado para identificar la presencia de TILs circulantes es la 
similitud de secuencias génicas (y de aminoácidos) en la región 3 hipervariable determinante de 
la complementariedad (CDR3: complementarity determining region 3) de la cadena b del 
TCR(85,116,117,131–136). Con el desarrollo de las técnicas de secuenciación de nueva generación, 
basadas en la amplificación masiva de la región CDR3 del TCRb, hoy en día es posible conocer 
las secuencias de nucleótidos que conforman esta región del TCRb de los linfocitos T presentes 
en una muestra aunque se encuentren en una frecuencia baja(116,131). En los últimos años, los 
avances en las técnicas de secuenciación han permitido la caracterización del repertorio clonal 
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del TCR a niveles que posibilitan detectar y rastrear por el organismo células T específicas(132). 
Esta estrategia nos ha permitido identificar la existencia de linfocitos T circulantes y TILs 
(muestras pareadas de sangre periférica y tumor de ratones portadores de neuroblastoma) que 
presentan las mismas secuencias en su TCRb, apoyando la posibilidad de que se traten de células 
del mismo clon en dos localizaciones anatómicas diferentes. 
 La existencia de una expansión clonal de subpoblaciones de linfocitos T en diferentes 
tipos de tumores en comparación con la distribución de estas células en la sangre periférica o 
en otros tejidos ha sido ampliamente descrita en la bibliografía(85,131–134). Sin embargo, en el caso 
del neuroblastoma, no existen muchas publicaciones que hayan analizado el repertorio del TCR 
de los TILs. En un estudio en el que se analizó la región CDR3 de los TILs de 6 pacientes con 
neuroblastomas, la mitad de ellos presentó una marcada expansión clonal de linfocitos T no 
observada en la sangre, aunque este trabajo se realizó con técnicas de secuenciación 
antiguas(135). Nosotros hemos encontrado también una situación de oligoclonalidad en los TILs 
respecto a la sangre periférica. En el análisis de los 10 clones más frecuentes de las muestras 
tumorales, encontramos un enriquecimiento de clonotipos dentro del tejido tumoral del 
neuroblastoma. Es necesario tener en cuenta que en la diversidad del repertorio de TCR de las 
subpoblaciones que componen los TILs existen factores aún desconocidos que generan una 
amplia variabilidad. Esta amplia variabilidad se ejemplifica en las diferencias encontradas en 
dicho repertorio entre el tumor primario y las metástasis o en la enorme heterogeneidad entre 
tumores de histologías distintas(131,133). En el caso de los modelos murinos de cáncer, la 
información disponible con respecto al repertorio de TCR es muy limitada(132). Los escasos 
estudios realizados, han demostrado una enorme variabilidad de la clonalidad entre diferentes 
ratones del mismo modelo. Sin embargo, se ha observado la existencia de ciertos 
reordenamientos de TCR compartidos entre varios animales que podrían traducir una respuesta 
común de las células T a proteínas específicas del tumor(134,136).  
En nuestro estudio, acorde a la literatura, no hemos encontrado secuencias compartidas 
por todos los tumores analizados. Sin embargo, existen dos secuencias compartidas por tres de 
las muestras tumorales y cinco por dos de los animales. La existencia de secuencias 
clonoespecíficas similares en los linfocitos T de diferentes animales que comparten los antígenos 
del MHC, sugiere que dichas subpoblaciones de linfocitos T se han expandido frente a un 
antígeno que comparten los diferentes individuos y es presentado por las moléculas del MHC. 
Por tanto, podrían corresponder con clones específicos de tumor contra antígenos específicos 
de neuroblastoma en este modelo murino. 
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Actualmente, sabemos que existen ciertos antígenos peptídicos expresados 
exclusivamente por las células tumorales, los denominados antígenos asociados a tumor o 
TAAs(67). En el caso de los tumores y líneas celulares de neuroblastomas humanos se ha 
comprobado la expresión de los genes MAGEA1 (de sus siglas en inglés, melanoma antigen-1 
gene), MAGEA3, MAGEA6, CTAG1B y survivina. Sin embargo, aunque se ha demostrado la 
posibilidad de utilizar estos antígenos para generar in vitro linfocitos con capacidad citotóxica 
frente a células de neuroblastoma a partir de células T de donantes sanos, no existe evidencia 
actual de una respuesta inmune espontánea contra estos antígenos(94). La relevancia de nuestros 
resultados en relación a estos hallazgos consiste en la demostración in vivo de la posible 
existencia de una respuesta frente a antígenos comunes expresados por el neuroblastoma y que 
podrían ser de utilidad para el rastreo de las células T responsables de esta respuesta, además 
de para su reconocimiento y utilización como ACT. 
Por todo lo expuesto, el análisis del repertorio de TCR intratumoral de pacientes con 
neuroblastoma mediante técnicas NSG podría permitir un mejor entendimiento de la diversidad 
del infiltrado tumoral por TILs, su grado de reactividad y su antígeno-especificidad. 
Una vez comprobada la existencia de TILs circulantes en nuestro modelo animal, hemos 
estudiado la posibilidad de incrementar el número de dichas células. Sería muy deseable 
incrementar esta cantidad como material de inicio, por lo que el problema se centraría ahora en 
la movilización de los TILs hacia la sangre, de manera similar a lo que se conoce de los 
progenitores hematopoyéticos en el caso de los trasplantes(137,138). Este tipo celular circula en 
pequeñas proporciones en la sangre periférica, pero su proporción puede ser incrementada, o 
movilizada, por diferentes estímulos. Entre ellos, el más utilizado actualmente es el G-CSF por 
su potencia y falta de toxicidad grave. Los mecanismos que subyacen a esta movilización de PH 
constituyen un complicado proceso que involucra cambios tanto en el microambiente de la 
médula ósea (liberación de proteasas, modulación de la expresión de SDF-1…) como en 
moléculas expresadas por los PH (VLA-4, VCAM-1, receptores hialurónicos…) y que 
interaccionan según un modelo en el que el primer paso consistiría en la activación de células 
hematopoyéticas maduras que darían lugar, en una segunda fase, a la producción de señales 
secundarias por estas células activadas generando los cambios en el microambiente de la 
médula ósea que permitirían la movilización de los PH(139). Dado que no existe experiencia previa 
en movilización de linfocitos, hemos utilizado la estrategia de uso clínico como aproximación, 
por su potencial traslacional. 
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Observamos en los experimentos con ratones inmunocompetentes que la movilización 
de linfocitos T que incluyen TILs (linfocitos T que expresan PD-1) a sangre periférica con G-CSF 
es dosis dependiente, de tal manera que la proporción de linfocitos T aumentó al utilizar una 
dosis mayor de G-CSF. Además, en concordancia con los resultados previos, el componente 
linfocitario movilizado a sangre periférica estaba compuesto principalmente por linfocitos T 
CD4+PD1+, mientras que la subpoblación CD8+PD1+ es minoritaria. No existen trabajos previos 
que hayan analizado este posible abordaje como herramienta terapéutica o como posible fuente 
de TILs para la realización de ACT. Experiencias que podrían asimilarse pueden encontrarse en 
la utilización de vacunas peptídicas personalizadas. En el trabajo llevado a cabo por Waki K y 
cols. en el que se analizaron las proporciones de linfocitos PD-1 en muestras de sangre periférica 
de pacientes con CPNM antes y después de la vacunación en el contexto de un ensayo clínico 
fase II, se observó un aumento de las células T CD4+PD1+, con una disminución de los linfocitos 
T CD8+PD1+, presentando ambos hallazgos una correlación pronóstica positiva con la 
supervivencia general(97).  
Por otra parte, los ratones que habían recibido Neupogen® presentaron un mayor 
número de clonotipos comunes, estando estos clones dentro de los 10 más frecuentes de las 
muestras tumorales. Aunque las diferencias no alcanzan la significación estadística, 
probablemente por el pequeño número de muestras analizadas, sí que podemos ver una 
tendencia positiva en la regresión lineal. Lo interesante de estos hallazgos radica en que podrían 
estar en relación con la habilidad de expansión de los clones específicos de tumor y su 
movilización a sangre periférica, ya que no existen hasta la fecha publicaciones que hayan 
abordado la posibilidad de aumentar y reconocer la proporción de TILs en sangre periférica 
mediante la administración de G-CSF. La mayoría de los artículos publicados han mostrado un 
inexistente o mínimo solapamiento entre el repertorio de TCR de los TILs y las células de la 
sangre periférica de pacientes con diferentes tipos de tumores. Este hecho podría explicarse por 
el rápido recambio de las células en la sangre y por la realización de análisis de una fracción del 
conjunto total de las células(133). Sin embargo, con la mejora de las técnicas de secuenciación, 
actualmente es posible monitorizar en sangre periférica la dinámica de las células T utilizadas 
en ACT o analizar la repercusión de las estrategias de inmunoterapia en el repertorio de TCR en 
sangre periférica y su posible implicación pronóstica(131–134). Existen resultados contradictorios, 
dependiendo del modelo utilizado, acerca de si los tratamientos de inmunoterapia (utilización 
de bloqueadores de puntos de control, administración de sustancias como IL-2, IL-7…) producen 
un incremento de la diversidad de clonotipos o tan sólo un aumento de células con clonotipos 
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similares, pero con una mayor capacidad efectora. En el caso de la administración de G-CSF, 
nuestros resultados parecen indicar que no existe una modificación de la clonalidad del TCR.	
Como hemos visto, el grupo del Dr. Rosenberg ha demostrado recientemente la 
posibilidad de identificar una respuesta inmune antitumoral específica de cada paciente 
mediante la identificación de células T PD1+ en sangre periférica(99). Nuestros resultados por 
citometría de flujo corroboran la presencia de subpoblaciones que pueden contener linfocitos T 
antitumorales (PD1+) en la sangre periférica de los ratones portadores de neuroblastoma. 
Además, mediante la inmunosecuenciación del infiltrado tumoral, de manera similar al trabajo 
realizado por Gros y cols., hemos podido comprobar la existencia de clonotipos compartidos 
entre las muestras pareadas de tumor y sangre periférica, lo que refuerza la hipótesis de la 
circulación por el organismo de las células T implicadas en la respuesta inmune antitumoral 
también en el caso del neuroblastoma. La administración de G-CSF parece aumentar dicha 
proporción sin modificar el repertorio del TCR contra el neuroblastoma en el modelo estudiado. 
El estudio de clonalidad en ratones movilizados, muestras pareadas de tumor y sangre 
periférica, mostró que la proporción que representaban los 10 clones más frecuentes en las 
muestras tumorales de los ratones sometidos al protocolo de movilización con G-CSF era menor 
que en los no movilizados. Sin embargo, al intentar correlacionar esta disminución en los 
tumores con un aumento de la representación de los clones más frecuentes en las muestras 
pareadas de sangre periférica, no encontramos ninguna correspondencia. Ante este hallazgo 
nos planteamos tres posibilidades. En primer lugar, estos hallazgos podrían sugerir un aumento 
del infiltrado linfocitario inespecífico intratumoral secundario a la utilización de Neupogen® que 
favoreciera una disminución de la proporción de los clones más frecuentes. Otra opción podría 
consistir en la modificación de la diversidad del repertorio del TCR del infiltrado intratumoral 
debido a la aplicación de Neupogen®. Finalmente, cabría la posibilidad de que los clones de 
linfocitos fueran movilizados a otros órganos como, por ejemplo, el bazo. Actualmente, existen 
todavía muchos aspectos desconocidos acerca de la influencia de la diversidad del repertorio de 
TCR en la respuesta inmune antitumoral. Aunque no podemos asegurar con los datos 
presentados cuál es el escenario provocado por la administración de G-CSF, dado que parece 
existir una tendencia a movilizar linfocitos T que incluyen TILs a sangre periférica, como puede 
observarse en las representaciones gráficas de las secuencias compartidas, podría, de la misma 
manera, aumentar también el infiltrado inespecífico en el tumor. 
Si el protocolo de movilización utilizado resulta en un incremento de los linfocitos T 
antitumorales circulantes, un ensayo sobre la capacidad funcional de los linfocitos T movilizados 
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a sangre periférica frente a las células tumorales puede confirmar dicha hipótesis. Para evitar la 
posibilidad de activación inespecífica de la población de linfocitos T naïve, tuvimos la precaución 
de trabajar sólo con poblaciones de linfocitos T memoria, que deben contener a las 
subpoblaciones previamente primadas con antígenos tumorales en el caso de los TILs. 
Obtuvimos como resultado que existía una mayor proliferación, determinada por una mayor 
fracción de linfocitos T que realizaron dos o más divisiones, en los co-cultivos provenientes de 
los ratones en los que se aplicó el protocolo de movilización con Neupogen®. Los resultados 
sugieren un aumento de la presencia de TILs con memoria antitumoral en sangre periférica en 
los ratones portadores de neuroblastoma sometidos a un protocolo de movilización con G-CSF. 
Estos hallazgos constituyen un primer indicio de la posibilidad de aumentar en sangre periférica 
la cantidad de TILs con capacidad de reconocimiento de sus células tumorales diana mediante 
la utilización de protocolos de tratamiento con G-CSF ya establecidos en clínica. Nuestros 
resultados funcionales sugieren que un protocolo basado en G-SCF es capaz de movilizar una 
cantidad mayor de linfocitos T antitumorales a la sangre periférica, de manera que se podría 
combinar con procedimientos de aféresis clásicos para su colecta. Esta posibilidad teórica que 
planteamos en este trabajo no ha sido descrita previamente y podría constituir una fuente 
alternativa para la obtención de TILs en tumores sólidos que aunara las ventajas de ambos 
abordajes y disminuyera la morbilidad asociada a los procedimientos invasivos que, en general, 
son necesarios para el aislamiento de estas células. 
Aunque, como hemos dicho, este experimento constituye tan sólo un primer indicio de 
esta posibilidad teórica, existen múltiples aspectos por dilucidar. Entre ellos, en nuestro 
experimento no analizamos el inmunofenotipo de las células en proliferación. Nuevamente, 
existe una falta de literatura en la misma línea de nuestro trabajo para correlacionar la capacidad 
funcional de los TILs circulantes. Experiencias asimilables como la utilización de vacunas 
peptídicas mostró un aumento de linfocitos T CD4+PD1+ circulantes que presentaban una 
correlación positiva con la respuesta IgG, lo que se traducía en un mejor pronóstico de los 
pacientes con CPNM. Sin embargo, en ese mismo trabajo no se demostró una correlación con la 
respuesta citotóxica(97). Por otra parte, el estudio de los efectos inmunológicos de la utilización 
de anticuerpos monoclonales inhibidores de PD-1 ha mostrado que hay múltiples mecanismos 
inmunes implicados a nivel de la sangre periférica y que son responsables del efecto antitumoral 
de estas terapias. Entre ellos, se ha enfatizado en el papel que los anticuerpos anti-PD-1 juegan 
en la mejora de la capacidad de expansión y actividad funcional de las células T en la sangre 
periférica de pacientes con cáncer(140). Si la utilización de G-CSF, además de aumentar la 
proporción en sangre periférica de linfocitos T que incluyen TILs, favorece la restauración de 
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estas funciones en los TILs movilizados a sangre periférica y cuál es el perfil funcional y efector 
de estas células son algunas de las preguntas que futuros estudios deberán clarificar. 
Aunque no se trata de un objetivo de esta tesis analizar la posible implicación pronóstica 
de estos hallazgos, el hecho de que el esquema de tratamiento de los pacientes con 
neuroblastomas de alto riesgo incluya la utilización de G-CSF genera una serie de incógnitas en 
relación a los resultados expuestos. Por un lado, está demostrado el beneficio terapéutico de la 
adición de IL-2 y G-CSF al tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-GD2. El mecanismo 
inmune que subyace a esta mejora de la supervivencia general de los pacientes tratados 
mediante este esquema podría ser el incremento de la citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos(25). Sin embargo, la posibilidad de que exista una reactivación general de la 
respuesta antitumoral con aumento de la producción de citoquinas por los linfocitos T CD4+PD1+ 
circulantes y el reclutamiento dentro del tumor de linfocitos T CD8+PD1+ con capacidad de 
generar una respuesta efectiva contra las células cancerígenas constituyen un interesante 
escenario. Aunque es todavía necesario conocer muchos de los aspectos de la respuesta inmune 
relacionados con la mejora de la supervivencia en pacientes tratados con inmunoterapia 
(citoquinas, bloqueadores de puntos de control inmune, células T CAR, TILs, etc.), parece haber 
más evidencia científica que apoye este posible escenario. Además, la demostración en los 
últimos años de una relación positiva entre el aumento de linfocitos T positivos para PD1 en 
sangre periférica y estadios más avanzados de la enfermedad en tumores como el melanoma, 
el osteosarcoma o los gliomas, podría sugerir que la circulación de estas células por el organismo 
constituye un intento de frenar la diseminación tumoral(102,130,141). 
Existen en nuestro trabajo una serie de limitaciones. En primer lugar, aunque los 
modelos murinos de cáncer se han utilizado durante décadas para el estudio de la respuesta 
inmune antitumoral y el desarrollo de estrategias de inmunoterapia en experimentos 
preclínicos, los datos disponibles respecto a varios aspectos tratados en nuestro trabajo como 
el repertorio de TCR o los efectos de la aplicación de estímulos como G-CSF son escasos o 
inexistentes, lo que conlleva una evidente barrera para su correlación con los pacientes y la 
traslación de los resultados a la práctica clínica(132). En segundo lugar, en relación a la 
caracterización inmunofenotípica, no hemos analizado la expresión de CD39 o CD103, 
marcadores que en co-expresión identifican la población de TILs CD8 con capacidad antitumoral 
al destruir las células tumorales autólogas como se ha demostrado en diferentes tumores 
humanos(142). Por otra parte, en el estudio de la capacidad funcional de las células T movilizadas, 
debemos resaltar que en nuestros experimentos no hemos realizado un purificación de 
linfocitos T PD1 (que incluyen TILs)(143) en el tumor ni en la sangre periférica, aspecto que sería 
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de utilidad para conocer la capacidad real de expansión de estas células para servir como fuente 
de ACT. Por último, se ha realizado un limitado número de casos experimentales debido al 
importante coste de algunos de los análisis realizados lo que se refleja en la disminución de la 
potencia estadística para demostrar nuestros resultados. Sin embargo, la observación de las 
tendencias demostradas en nuestros experimentos nos alienta a continuar con esta línea de 
investigación previamente no explorada dados los beneficios potenciales que podrían significar 
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1.- En el modelo murino de neuroblastoma es posible identificar una población de 
linfocitos T circulantes que pudiera contener linfocitos infiltrantes de tumor, en base a las 
siguientes características: 
• Perfil inmunofenotípico. 
• Secuencias clonoespecíficas de los genes del receptor de células T. 
• Capacidad proliferativa frente a células tumorales. 
 
2.- Un protocolo de movilización de progenitores hematopoyéticos utilizado en la 
clínica, basado en la administración de G-CSF, aumenta la cantidad de linfocitos circulantes que 
contienen linfocitos infiltrantes de tumor. Esto abre la puerta para mejorar la obtención 
incruenta del material de inicio necesario para terapia celular adoptiva en estos pacientes. 
 
3.- El modelo murino de neuroblastoma puede servir para identificar las secuencias 
específicas de los receptores de células T anti-neuroblastoma en base a la similitud de 
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RESUMEN  
OBJETIVO 
Comprobar la existencia de linfocitos T que incluyen linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) 
en la sangre periférica (SP) de un modelo preclínico de neuroblastoma. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Utilizamos un modelo en ratones inmunodeficientes y otro en inmunocompetentes 
mediante inyección de suspensiones de la línea tumoral NB36769 con mutación de 
MYCN (TH-MYCN+). Se realizaron análisis por citometría de flujo (bazo, SP y tumor) y 
secuenciación del TCR-β en el ADN de muestras pareadas de tumor y SP. 
RESULTADOS 
En los ratones inmunodeficientes el componente principal en SP fue CD4: 83,1% 
(control) y 86,1% (tumor) siendo PD-1+ el 0,4% y el 0,3%. En el bazo, obtuvimos un 
mayor porcentaje de linfocitos T PD-1+ que en SP siendo similar en el control (6,5%) y 
en el ratón con tumor (6,2%), en subpoblación CD4+ exclusivamente. En los ratones 
inmunocompetentes observamos que la proporción de los 10 clones más frecuentes en 
los tumores constituía el 11,09% ± 2,83% del repertorio del TCR mientras en SP 
representaba el 1,59% ± 0,59% (p=0,024). Estos resultados sugieren un 
enriquecimiento de clonotipos dentro del tumor. De los 10 clones más frecuentes en las 
muestras tumorales, localizamos 9 también en la SP en dos ratones y 6 en el tercero. 
Además, encontramos secuencias compartidas por TILs de animales diferentes. 
CONCLUSIONES 
Nuestros resultados de inmunofenotipo y clonalidad apuntan a la existencia de linfocitos 
en SP que podrían contener TILs en un modelo experimental de neuroblastoma. 
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ABSTRACT 
Tumor-infiltrating lymphocytes in the peripheral blood of a neuroblastoma model 
AIM 
To detect tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) in the peripheral blood of a preclinical 
neuroblastoma model. 
MATERIAL AND METHODS 
Two types of preclinical models were generated: immunodeficient mice and 
immunocompetent mice by injection of a cell suspension of neuroblastoma cell line 
NB36769 with overexpression of the MYCN gene (TH-MYCN+). Spleen, tumor and 
peripheral blood was investigated by flow cytometry to detect PD-1+ T-cells. TCR-β 
immunosequencing was performed in matched samples (tumor and peripheral blood). 
RESULTS 
The majority of peripheral blood T-cells of immunodeficient mice were CD4 (control: 
83,1%; tumor: 86,1%) with a small proportion of PD-1+ (control: 0,4%; tumor: 0,3%). 
However, the percentage of T-cells PD-1+ in the spleen was higher (control: 6,5%; tumor: 
6,2%) and it was expressed exclusively on the CD4+ subset. 
Regarding TCR profile of immunocompetent mice, the proportion of the 10 most frequent 
sequences was significantly higher in tumors (11,09% ± 2,83%) than in peripheral blood 
(1,59% ± 0,59%) (p=0,024). These findings suggest an enrichment of clonotypes inside 
the tumor. Nine out of the 10 most frequent clones of tumors were identified in the 
matched peripheral blood sample in two mice and 6/10 in one mouse. Moreover, we 
found TILs with shared sequences between different animals. 
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CONCLUSIONS  
Our results of immunophenotype and clonality suggest the existence of peripheral blood 
T-cells which could include TILs in a preclinical neuroblastoma model. 
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INTRODUCCIÓN 
El neuroblastoma es el tumor sólido extracraneal más frecuente en la edad pediátrica 
con una incidencia anual de 1,1 cada 100000 niños de entre 0 y 14 años, constituyendo 
hasta el 7% de todos los tumores malignos en menores de 15 años(1). A pesar de los 
avances en el tratamiento de esta patología durante los últimos años, las tasas 
generales de supervivencia en los pacientes con tumores de alto riesgo son menores 
del 40%, incluso con la utilización de terapia intensiva multimodal(2,3). En la actualidad, 
el neuroblastoma supone hasta el 15% de todas las muertes por cáncer en la edad 
pediátrica(4).  
La aparición de estrategias de inmunoterapia como la terapia celular adoptiva (TCA) 
para el tratamiento de tumores sólidos se presenta como una nueva opción terapéutica 
para mejorar los resultados de esta población. Aunque existen numerosos ensayos 
clínicos en tumores típicos de adultos como el melanoma, son pocas las vías que han 
explorado su potencial terapéutico en tumores infantiles(5). 
Los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) constituyen una población heterogénea de 
células T ab. La presencia de infiltrado de estas células linfoides en los tumores se ha 
asociado a un pronóstico más favorable en pacientes con neuroblastoma(6). El grupo del 
Dr. Rosenberg ha demostrado que las células T PD1+ de la sangre periférica (SP) de 
pacientes con melanoma contienen linfocitos T antitumorales, sugiriendo que se trata 
de una subpoblación circulante de TILs(7–9), con un inmunofenotipo que se caracteriza 
por ser CD3+, con subpoblaciones de CD4+ y CD8+ que expresan además PD-1, por 
lo que pueden ser reconocidas mediante citometría de flujo. 
En el caso del neuroblastoma, un tumor retroperitoneal de difícil acceso, la obtención 
de muestras tisulares requiere de procedimientos invasivos. La posibilidad de que estas 
células circulen en SP podría evitar estas intervenciones y disminuir la morbilidad a la 
que están sometidos estos pacientes.   
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En este trabajo, desarrollamos un modelo murino con la finalidad de comprobar la 
existencia de linfocitos PD-1+ circulantes en la SP que podrían servir como fuente de 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
Animales: Se utilizaron ratones (Mus musculus) inmunodeficientes NOD scid gamma, 
que carecen de linfocitos B y T, y wild type (WT) de la sublínea 129/SvJ para el modelo 
inmunocompetente. Dichos animales se compraron al repositorio del National Cancer 
Institute (Frederick, Maryland, EE.UU.). Su cría y mantenimiento se llevo a cabo en el 
Servicio del Animalario del Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y 
Tecnológicas (CIEMAT) con registro 28079-21 A.  
Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el OEBA (órgano para 
evaluar el bienestar animal) en CIEMAT y el Departamento Regional de Madrid de 
Medio ambiente, con referencia PROEX 186/15. 
Células: Se seleccionó la línea celular de neuroblastoma 36769 (NB36769) con una 
amplificación del oncogén MYCN por el promotor de la tirosina hidroxilasa de rata (TH-
MYCN+) proveniente de ratones 129/SvJ(10). Dicha línea fue cedida por el Profesor Louis 
Chesler (The Royal Marsden Hospital, Londres). Las células tumorales, también 
denominadas neuroesferas, se cultivaron en suspensión con medio DMEM:F12 (1:1) 
(GibcoTM), suplementado con 1xB27 sin vitamina A (GibcoTM), mFGF 40 ng/ml (R&D 
Systems®), mEGF 20 ng/ml (R&D Systems®) y penicilina-estreptomicina 1% (Gibco®) 
en estufa a 37 °C y 5% CO2 y se mantuvieron a niveles de subconfluencia con 
renovación del medio cada 3-4 días. 
Modelo de neuroblastoma en animales inmunodeficientes: se inyectaron suspensiones 
de 1x106 neuroesferas en 50 µl de medio no suplementado en el tejido celular 
subcutáneo de la región dorsal derecha utilizando agujas de 25 G x 5/8”. Al octavo día 
postinyección, se inocularon en la misma región suspensiones con 1 x 105 TILs 
obtenidos de neuroblastomas generados mediante el modelo de trasplante ortotópico 
en ratones 129/SvJ inmunocompetentes con la misma línea (NB36769). 
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Modelo de neuroblastoma en animal inmunocompetente: se implantaron suspensiones 
de 4x105 neuroesferas en 30 µl de medio no suplementado mediante inyección 
ortotópica en la glándula suprarrenal izquierda según describió nuestro grupo(11). 
El sacrifico se realizó a las 4 semanas del implante. Se obtuvieron muestras de SP por 
exanguinación y tumorales mediante exéresis. 
Las muestras de SP se conservaron con 50 µl de EDTA 0,5 M, a temperatura ambiente. 
Se utilizó solución lisante de hematíes (QuiclysisTM, Cytognos) a temperatura ambiente, 
en oscuridad, durante 10 minutos. Las células fueron lavadas con PBS pH 7,2 (GibcoTM) 
dos veces. 
Los bazos fueron procesados mediante disgregación mecánica sobre un filtro de 40 µm 
en tubos cónicos con 30 ml de PBS para la suspensión celular.  
Los tumores fueron procesados mediante disgregación mecánica y digestión enzimática 
con medio RPMI-1640 (GibcoTM) suplementado con colagenasa D 1 mg/ml (Roche) y 
DNAasa 2500 U (Pulmozyme®, Roche), a 37 °C, durante 45 minutos. La digestión 
enzimática fue inactivada con FBS y las suspensiones celulares filtradas a través de un 
filtro de 40 μm. El pellet resultante se lavó dos veces y se resuspendió en 30 ml de PBS.  
Se congelaron alícuotas de suspensiones celulares en seco para el aislamiento de ADN 
y el resto se resuspendió en PBS para su estudio por citometría de flujo (FACSCantoTM 
II, Becton Dickinson).  
Citometría de flujo: Se incubaron 1x105 células de las muestras procesadas con los 
anticuerpos monoclonales CD45.2, CD3, CD4, CD8, PD1 y 7-AAD (Biolegend®) en 100 
μl de PBS, durante 20 minutos a 4 °C, en oscuridad. 
Clonalidad: Se purificó el ADN de suspensiones unicelulares congeladas de tumor de 6 
ratones 129/SvJ trasplantados y de muestras pareadas de SP de 3 de ellos con el kit 
QIAamp DNeasy para sangre y tejidos (Qiagen N.V.)(12). La inmunosecuenciación de la 
Manuel Leónidas Espinoza Vega. Tesis Doctoral 
 
 
- 128 - 
región TCR-β se realizó por Adaptive Biotechnologies Corp. (Seattle, WA, USA) en el 
ADN purificado y los datos fueron analizados utilizando el Analizador immunoSEQ®. 
Los resultados se expresaron como el % del total de patrones de células T originadas 
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RESULTADOS 
Modelo murino inmunodeficiente 
Los ratones NOD scid gamma carecen de linfocitos T por lo que son un modelo en el 
que estudiar el comportamiento de linfocitos T exógenos. En nuestro caso, la única 
fuente de linfocitos T fueron TILs previamente obtenidos de neuroblastomas 
desarrollados en ratones inmunocompetentes (ver Metodología). El ratón control 
presentó un mayor número total de linfocitos T en SP que el ratón con tumor (41175 
células/ml, 2,7% y 20000 células/ml, 3,2%, respectivamente). Al analizar el infiltrado 
linfocitario del bazo, observamos que el porcentaje de linfocitos T fue similar en ambos 
ratones (control: 44804375 células/ml, 20,9%; y tumor: 44446500 células/ml, 20,4%) 
(figura 1).  
El componente principal de las subpoblaciones de linfocitos T en SP estaba formado 
por CD4: 83,1% para el ratón control y 86,1% para el ratón con tumor siendo PD-1+ el 
0,4% y el 0,3%, respectivamente. No se identificaron linfocitos CD8+ en el control y en 
el ratón con tumor el porcentaje fue mínimo (0,1%), sin observar linfocitos CD8+PD-1+. 
En el bazo, obtuvimos un mayor porcentaje de linfocitos T PD-1+ que en SP. Este 
porcentaje fue similar en el ratón control (6,5%) que en el ratón con tumor (6,2%). En 
ambos la subpoblación T PD-1+ estaba compuesta por CD4+, sin identificarse linfocitos 
CD8+PD1+ (figura 2). 
Modelo murino inmunocompetente 
En primer lugar, comprobamos por citometría de flujo en el modelo inmunocompetente 
una distribución similar de linfocitos T en SP con predominio de linfocitos CD4+PD1+. 
Además, evaluamos el repertorio del TCR de TILs y SP para comprobar la existencia 
de linfocitos T clonales en ambas localizaciones anatómicas. Analizamos 6 ratones con 
neuroblastomas mediante secuenciación masiva de la región CDR3 del TCR-b. En tres 
de ellos sólo se analizaron los tumores. 
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Cuando analizamos los niveles de linfocitos T en SP mediante CD3 obtuvimos 1175667 
± 773224 células/ml (32,23 ± 7,48%), mientras que los niveles de linfocitos T en el tumor, 
fueron de 261500 ± 71409 células/ml (0,1 ± 1,7E-17%) (figura 3).  
Inicialmente, analizamos los 10 clones más frecuentes en las muestras pareadas 
(tumor-SP) de 3 ratones, observando que en los tumores esta proporción constituía el 
11,09% ± 2,83% del repertorio del TCR mientras que en SP representaba el 1,59% ± 
0,59% (p=0,024). Estos resultados sugieren un enriquecimiento de clonotipos dentro del 
tumor. 
Cuando investigamos la distribución clonal de las células T en los tumores de los 6 
ratones, no encontramos secuencias comunes para todos. Sin embargo, existen dos 
secuencias compartidas por tres de los ratones y cinco por dos, representando el 7,64% 
del repertorio de TCR en todas las muestras. Estas secuencias podrían corresponder 
con clones específicos de tumor contra neuroblastoma (Tabla I). 
Por último, el análisis de las muestras pareadas mostró un promedio de 132 ± 79 
secuencias compartidas de un total de 242 ± 68 secuencias en los tumores y 60306 ± 
25765 secuencias en la SP. De los 10 clones más frecuentes encontrados en las 
muestras tumorales, 9 se encontraron también en la SP en dos de los ratones y 6 en el 
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DISCUSIÓN 
Actualmente, los TILs han demostrado ser una herramienta terapéutica útil en el 
tratamiento de tumores como el melanoma(14), donde un estudio reciente ha demostrado 
la posibilidad de reconocer una respuesta inmune antitumoral específica de cada 
paciente mediante la identificación de células T PD1+ en SP(7). Por el contrario, en el 
caso de los tumores infantiles, la caracterización fenotípica y funcional de estas 
poblaciones inmunes está escasamente descrita en la literatura y la existencia de TILs 
PD1+ circulantes en SP no ha sido analizada previamente en el neuroblastoma(7,15–19). 
La existencia de TILs circulantes en la SP de estos pacientes abriría la posibilidad de 
evitar procedimientos quirúrgicos para obtener el material de inicio para la fabricación 
de TCA(7,15–20). 
En este trabajo hemos estudiado la posibilidad de que individuos con neuroblastoma 
presenten TILs circulantes en SP. Para ello, hemos simulado la situación en un modelo 
murino. Para identificar estas células, hemos utilizado un criterio inmunofenotípico como 
es la expresión de PD-1 en linfocitos T circulantes. El grupo del Dr. Rosenberg demostró 
que en el melanoma las células T PD-1+ en SP contienen linfocitos T antitumorales, 
sugiriendo que se trata de una subpoblación circulante de TILs(7–9). En un primer 
experimento, comprobamos la existencia de circulación de estas células en ratones 
inmunodeficientes, siendo el componente en SP CD4+PD1+, sin que se observaran 
prácticamente linfocitos CD8+PD1+. Posteriormente, confirmamos la existencia de estas 
células en ratones inmunocompetentes portadores de neuroblastoma generado 
mediante la inyección de la línea celular NB36769, comprobando por citometría de flujo 
una distribución similar en SP con el predominio de linfocitos CD4+PD1+. Este es el 
primer trabajo que analiza la existencia de estas células en SP de un modelo 
experimental de neuroblastoma. En los escasos ejemplos existentes en la literatura, 
destaca el trabajo llevado a cabo por Waki K y cols. en cáncer de pulmón no microcítico 
(CPNM) que mostró también un componente mayoritario en SP de linfocitos T 
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CD4+PD1+ con un fenotipo efector-memoria (CD45RA-CCR7-). Por otra parte, estudios 
realizados en melanoma han confirmado la existencia de un infiltrado mayoritario de 
TILs CD8+PD1+ en los tumores, siendo minoritarios en SP (17,21). Estos datos se 
correlacionan con los resultados obtenidos en nuestros experimentos en los que la 
subpoblación CD4+PD1+ siempre excedió a la de CD8+PD1+, tanto en modelo 
inmunodeficiente con tumor implantado (la única fuente posible de linfocitos T 
circulantes fueron los TILs) como en el modelo inmunocompetente portador de 
neuroblastoma.  
El otro criterio que hemos utilizado para identificar la presencia de TILs circulantes es la 
similitud de secuencias génicas (y de aminoácidos) en la región 3 hipervariable 
determinante de la complementariedad (CDR3) del TCR-b(13,22–29) mediante técnicas de 
secuenciación de nueva generación (SNG)(22,24) que posibilitan detectar y rastrear 
células T específicas(25). En el caso del neuroblastoma, no existen muchas publicaciones 
que hayan analizado el repertorio del TCR de los TILs. En un estudio en el que se analizó 
la región CDR3 de los TILs de 6 pacientes con neuroblastomas, la mitad de ellos 
presentó una marcada expansión clonal de linfocitos T no observada en la sangre, 
aunque este trabajo se realizó con técnicas de secuenciación antiguas(28). Nosotros 
hemos encontrado también una situación de oligoclonalidad en los TILs respecto a la 
SP. En el análisis de los 10 clones más frecuentes de los tumores, encontramos un 
enriquecimiento de clonotipos. Por otra parte, acorde a la literatura, no hemos 
encontrado secuencias compartidas por todos los tumores analizados. Sin embargo, 
existen dos secuencias compartidas por tres de los tumores y cinco por dos. La 
existencia de secuencias clonoespecíficas similares en los linfocitos T de diferentes 
animales que comparten los antígenos del MHC sugiere que dichas subpoblaciones de 
linfocitos T se han expandido frente a un antígeno que comparten los diferentes 
individuos y es presentado por las moléculas del MHC. Por tanto, podrían corresponder 
con clones específicos de tumor contra el neuroblastoma. La relevancia de nuestros 
Anexos 
 - 133 - 
resultados en relación a estos hallazgos consiste en la demostración in vivo de la posible 
existencia de una respuesta frente a antígenos comunes expresados por el 
neuroblastoma y que podrían ser de utilidad para el rastreo de las células T 
responsables de esta respuesta, además de para su reconocimiento y utilización como 
TCA. El análisis del repertorio de TCR intratumoral de pacientes con neuroblastoma 
mediante técnicas de SNG podría permitir un mejor entendimiento de la diversidad del 
infiltrado tumoral por TILs, su grado de reactividad y su antígeno-especificidad. 
El grupo del Dr. Rosenberg ha demostrado recientemente la posibilidad de identificar 
una respuesta inmune antitumoral específica de cada paciente mediante la identificación 
de células T PD1+ en SP(7). Nuestros resultados por citometría de flujo corroboran la 
presencia de subpoblaciones que pueden contener linfocitos T antitumorales (PD1+) en 
la SP de los ratones portadores de neuroblastoma. Además, mediante la 
inmunosecuenciación del infiltrado tumoral, de manera similar al trabajo realizado por 
Gros y cols., hemos podido comprobar la existencia de clonotipos compartidos entre las 
muestras pareadas de tumor y SP, lo que refuerza la hipótesis de la circulación por el 
organismo de las células T implicadas en la respuesta inmune antitumoral también en 
el caso del neuroblastoma. 
Existen en nuestro trabajo una serie de limitaciones. En primer lugar, aunque los 
modelos murinos de cáncer se han utilizado durante décadas para el estudio de la 
respuesta inmune antitumoral y el desarrollo de estrategias de inmunoterapia en 
experimentos preclínicos, los datos disponibles respecto al repertorio de TCR son 
escasos, lo que dificulta su comparación(25). En relación a la caracterización 
inmunofenotípica, no hemos analizado la expresión de CD39 o CD103, marcadores que 
en co-expresión identifican TILs CD8 con capacidad antitumoral en diferentes tumores 
humanos(30). Por último, se ha realizado un limitado número de casos experimentales 
debido al importante coste de los análisis realizados lo que se refleja en la disminución 
de la potencia estadística para demostrar resultados. Sin embargo, la observación de 
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las tendencias en nuestros experimentos nos alienta a continuar con esta línea de 
investigación dados los beneficios potenciales que podrían significar para los pacientes 
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TABLAS 
Tabla I. Secuencias compartidas por las muestras tumorales. 
Amino Acid Sum (Productive Frequency) Present In 
CASSQDRGSYEQYF 0,614106 3 
CASSPGQGAGEQYF 3 3 
CASSQNQAPLF 0,195684 2 
CASSQGQSSYEQYF 0,834896 2 
CASSQDWGDEQYF 0,356441 2 
CASSPRTGDYAEQFF 1 2 
CASGDLGGSAETLYF 2 2 
 
Secuencias compartidas por las muestras tumorales que podrían constituir clonotipos 
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Pie de figuras 
Figura 1. Componente linfocitario en la SP y el bazo de los ratones inmunodeficientes 
tras la inyección de TILs (número total de células/ml). 
Figura 2. Subpoblaciones linfocitarias T por citometría de flujo en la SP y el bazo de los 
ratones inmunodeficientes tras la inyección de TILs. 
Figura 3. Niveles de linfocitos T intratumorales y en SP en los ratones 
inmunocompetentes.  
Figura 4. Distribución de los 10 clones más frecuentes de linfocitos T (en azul) en los 
tumores y la SP mediante secuenciación del TCR-b. De izquierda a derecha: tumores 
ratón 02, ratón 03 y ratón 04; SP ratón 02, ratón 03 y ratón 04. 
Figura 5. Relación gráfica de las secuencias de TCR compartidas entre la SP y el tumor. 
De arriba a abajo: ratón 02, ratón 03 y ratón 04.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
